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Introduction

Premie`re partie
Introduction
La chimie du vivant a longtemps e´te´ perc¸ue comme essentiellement  organique  et
donc  bioorganique  . Mais depuis ces dernie`res anne´es, l’analyse du monde vivant a
re´ve´le´ l’importance du roˆle que jouent les ions me´talliques dans la machinerie cellulaire de
production et de transformation des mole´cules naturelles. En effet, le vivant posse`de une
face me´tallique aux reflets multiples, puisque 13 me´taux sont conside´re´s comme essentiels
a` la vie. Le monde du vivant est donc, par conse´quent, e´galement  bioinorganique . Il
est estime´ qu’environ 30% des enzymes utilisent des cations me´talliques pour assurer cor-
rectement leur fonction [1].
L’importance de ces cations me´talliques dans le monde du vivant apparait de`s l’origine de
la vie. En effet, des  re´acteurs  me´talliques, par exemple les sulfures solides de nickel
et de fer [2] produits a` haute tempe´rature sur les crate`res des fumeurs noirs au fond des
oce´ans, ont e´te´ essentiels pour l’optimisation des premie`res re´actions  biologiques  .
Parmis ces 13 me´taux, quatre sont abondants dont deux alcalins (sodium et potassium) et
deux alcalino-terreux (magne´sium et calcium) (Table 1). Les neufs autres me´taux appar-
tiennent au bloc d de la classification pe´riodique et existent a` l’e´tat de trace (Fer, Zn, Cu)
ou d’ultra-trace (V, Cr, Mn, Co, Ni, Mo) (Table 1). Le plus abondant d’entre eux est le
fer.
Me´taux Pourcentage Me´taux Pourcentage
Ca 1.90% Zn 0.002%
K 0.23% Cu 0.0002%
Na 0.08% Mn 0.00005%
Mg 0.027% Co 0.000003%
Fe 0.005% Mo 0.0000005%
Table 1 – Teneurs en me´taux de l’organisme humain (% en masse totale) [3]
Ces me´taux exercent des fonctions tre`s varie´es. Beaucoup interviennent dans le
transfert d’e´lectrons, le transport, mais peuvent aussi servir d’e´lectrolytes, ou avoir un
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roˆle structurant pour les e´difices mole´culaires biologiques ou encore eˆtre implique´s dans
des processus d’oxydo-re´duction (Table 2). La liste n’est bien suˆr pas exhaustive. Leurs
roˆles dans les divers processus biologiques de´pendent de leurs proprie´te´s uniques lie´es a`
leur charge e´lectrique, leur taille, la pre´sence dans certains cas d’e´lectrons ce´libataires qui
confe`rent aux mole´cules qui les portent de la couleur, du magne´tisme et de la re´activite´.
La plupart de ces me´taux sont pre´sents dans des prote´ines appele´es me´tallo-prote´ines ou
me´talloenzymes.
Me´taux Fonction
Na Balance osmotique, porteur de charge
K Balance osmotique, porteur de charge
Ca Structure, porteur de charge, messager
Mg Structure, hydrolase, isome´rase
Fe Oxydase, transport et stockage de l’oxyge`ne, transfert d’e´lectron,
hydroge´nase, dismutase, oxyge´nase,
Zn Structure, hydrolase
Cu Oxydase, transport de l’oxyge`ne, dismutase, transfert d’e´lectron,
re´ductase, oxyge´nase
Ni Hydroge´nase, hydrolase
Co Oxydase, transfert de groupement alkyle
Mn Oxydase, re´ductase, structure, photosynthe`se
Mo Oxydase, nitroge´nase,transfert d’oxo
Cr Inconnue (peut eˆtre implique´ dans le me´tabolisme du glucose)
V Oxydase, nitroge´nase
Table 2 – Me´taux essentiels et quelques unes de leurs principales fonctions [4]
Quand on regarde ces enzymes, on se rend compte que les ions me´talliques fer et
cuivre sont pre´sents dans les mıˆmes types d’enzymes. D’apre`s la the´orie de l’e´volution et
l’adaptation du vivant a` la pre´sence d’oxyge`ne, les ions Fe2+ s’oxydent en Fe3+ qui pre´cipite
et devient indisponible pour le vivant. Par contre, Cu+ soluble s’oxyde en Cu2+. Il est donc
biodisponible et est utilise´ a` la place du fer. On observe alors une e´volution des prote´ines
a` cuivre au de´triment des prote´ines a` fer corre´le´e a` l’augmentation de la pre´sence d’oxyge`ne.
Malgre´ le roˆle essentiel de ces me´taux pour l’organisme leur concentration est
extreˆmement re´gule´e par divers processus biologiques. En effet, en exce´s ils peuvent eˆtre
toxiques. Tout proble`me dans l’home´ostasie de ces me´taux entraˆıne de graves conse`quences
pour l’organisme. Certains me´taux, qui posse`dent un caracte`re d’oxydo-re´ducteur, peuvent
engendrer la formation de radicaux et donc une augmentation du stress oxydant s’ils
s’accumulent dans l’organisme (surcharges me´talliques).
La maladie de Wilson est une maladie ge´ne´tique qui a pour conse´quence une surcharge
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he´patique en cuivre au degre´ d’oxydation +I. Les traitements actuels, qui utilisent des
che´lateurs, ne sont pas assez efficaces et sont peu se´lectifs du cation me´tallique cible´.
Voila` pourquoi nous proposons d’e´laborer de nouveaux che´lateurs qui soient se´lectifs du
cuivre(I) pour les maladies de type Wilson.
Apre`s un premier chapitre introductif sur le cuivre et la biologie, l’e´laboration
de deux familles de che´lateurs a` bases de cyste´ines sera pre´sente´e ainsi que les e´tudes de
complexations de ces deux types de ligands pour le cuivre(I) mais aussi pour d’autres
cations me´talliques aux proprie´te´s de complexation similaires.
Enfin, la fonctionnalisation de ces deux familles de che´lateurs sera propose´e ainsi que les
premiers tests cellulaires sur des ligne´es cellulaires issues d’he´patocytes.
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Le cuivre et le vivant, une vue d’en-
semble

Deuxie`me partie
Le cuivre et le vivant, une vue
d’ensemble
1 Le cuivre, ge´ne´ralite´
1.1 Le cuivre me´tallique
Le cuivre vient du grec Kupros qui signifie Chypre. Il a e´te´ exploite´ de`s l’Antiquite´. Il
est connu, extrait et utilise´ par les humains depuis plus de 5 000 ans. Un des gisements les
plus ce´le`bres et les plus exploite´s se situait alors sur l’ˆıle de Chypre, Kupros en grec, qui
devint cyprium en latin, et donna cuprum pour de´signer le cuivre. L’abondance du cuivre
dans la crouˆte terrestre est de 68 ppm.
Le cuivre est un me´tal rougeaˆtre de configuration e´lectronique [Ar] 3d10 4s1, de nume´ro
atomique 29. Il est situe´ dans la colonne 11 et sur la 4e`me pe´riode de la classification
pe´riodique de Mendeleiev. Le cuivre pre´sente des degre´s d’oxydation pour lesquels les sous
couches  d  sont incomple`tes et est donc un me´tal de transition.
Les me´taux de transition sont caracte´rise´s par le roˆle de leurs orbitales  d  dans la
formation des liaisons chimiques. Ils sont en ge´ne´ral plus denses que les autres me´taux tels
que le calcium ou le sodium. Ils montrent un large spectre d’e´tats d’oxydations qui leur
confe`re une activite´ oxydore´ductrice inte´ressante et une chimie riche. Ils sont d’excellents
conducteurs thermiques et e´lectriques. Les me´taux, comme le cuivre, qui posse`de un e´tat
d’oxydation bas (Cu(I)) ont des proprie´te´s catalytiques qui sont tre`s utilise´es en synthe`se
organique. Pareillement, ces me´taux ont la capacite´ de former des complexes avec un grand
nombre de ligands organiques diffe´rents et sont connus pour jouer des roˆles importants dans
les processus biologiques, mais nous en reparlerons plus loin.
Notons que sous sa forme me´tallique le cuivre s’oxyde au contact de l’air, mais contrai-
rement au fer qui rouille au contact de l’humidite´ contenue dans l’air, le cuivre n’est pas
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re´actif avec l’eau et son oxydation entraˆıne la formation d’une couche d’oxyde de cuivre
protectrice de couleur  vert de gris . Ce processus se voit tre`s bien sur la statue de la
liberte´ qui s’est recouverte d’une couche d’oxyde de cuivre avec le temps.
Dans la nature, le cuivre est pre´sent sous forme de me´tal ou de mine´raux, surtout de
cuprite (Cu2O) et de malachite (Cu2CO3(OH)2).
1.2 Le cuivre, re´activite´ chimique et coordination
En solution, le cuivre forme majoritairement des ions cuivreux Cu(I) et cuivriques
Cu(II). Comme vu plus haut, sous forme me´tallique, les e´lectrons du cuivre se re´partissent
suivant la configuration e´lectronique [Ar] 3d10 4s1. L’ion cuivreux (Cu(I)) est obtenu par
la perte d’un e´lectron de la couche 4s et l’ion cuivrique (Cu(II)) est obtenu par la perte
d’un second e´lectron de la couche 3d. Les ions cuivriques en solution dans l’eau sont de
couleur bleue, cela est duˆ a` une transition e´lectronique d-d qui se situe dans la re´gion du
visible. Les proprie´te´s d’oxydore´duction du cuivre sont fortement lie´es a` la distribution
de ses e´lectrons sur ses orbitales e´lectroniques. Le potentiel standard d’oxydore´duction du
couple Cu+/Cu2+ est de 0.16 V. Le cuivre(I) a tendance a` s’oxyder facilement et donc a`
perdre un e´lectron sur sa couche  d . C’est donc un re´ducteur puissant qui, en biologie,
peut re´agir avec H2O2 selon un me´canisme de type Fenton (e´quation 1) et engendrer un
radical hydroxyle HO• qui est un oxydant tre`s puissant et donc extreˆmement toxique pour
l’organisme.
Cu+ +H2O2 → Cu
2+ +OH− +OH• (1)
Comme e´nonce´ pre´ce´demment, le cuivre se situe dans la colonne 11, la meˆme colonne que
l’argent et l’or. Ces trois me´taux ont des proprie´te´s chimiques et de coordination similaires.
Ils ne sont pas oxyde´s par les ions H+ dans les conditions standards et ce caracte`re noble
explique leur usage en joaillerie. Notons que les ions Cu+ et Au+ se dismutent en solution
dans l’eau selon les e´quations 2 et 3. Par contre, Ag+ ne se dismute pas.
2Cu+ → Cu2+ + Cu(s) (2)
3Au+ → 2Au(s) + Au3+ (3)
La diffe´rence de re´activite´ chimique entre les ions cuivriques et cuivreux s’explique
par le the´orie  Hard and Soft Acids and Bases  (HSAB). Ralph Pearson [5] a introduit
la the´orie HSAB dans le de´but des anne´es 60. L’impact de cette nouvelle the´orie a e´te´
imme´diat et elle est tre`s largement utilise´e en chimie pour expliquer la stabilite´ de com-
pose´s et leur re´activite´. Pearson a divise´ les espe`ces me´talliques ou acides de Lewis en
trois cate´gories, dur (Hard), mou (Soft) et interme´diaire (Borderline). Il en est de meˆme
pour les bases. Le terme dur s’applique aux acides ou ions me´talliques qui sont petits
(rayon ionique < 90 pm), ont un e´tat d’oxydation e´leve´, sont peu polarisables et ont une
faible e´lectrone´gativite´ de Pauling (0.7 - 1.6). Le terme mou s’applique aux acides ou ions
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me´talliques qui sont gros (rayon ionique > 90 pm), ont un e´tat d’oxydation bas (+1 ou
+2), sont tre`s polarisables et ont une e´lectrone´gativite´ de Pauling assez e´leve´e (1.9 - 2.54).
La cate´gorie des interme´diaires regroupe les acides ou ions me´talliques qui ont des pro-
prie´te´s interme´diaires entre celles des acides durs et celles des acides mous (Table 3). En ce
qui concerne les bases, celles qui sont dites dures sont celles qui ont une e´lectrone´gativite´
de Pauling tre`s e´leve´e (3.44 - 3.98) et sont les plus petites des non-me´taux (rayon ionique
≈ 120 pm). Les bases dites molles ont une e´lectrone´gativite´ mode´re´e (2.1 - 2.96) et sont
les plus grosses des non-me´taux (ri > 170 pm)(Table 4)
Dur Interme´diaire Mou
H+, Li+, Na+, K+, Mg2+ Cu2+, Zn2+, Pb2+, Fe2+ Cu+, Ag+, Au+, Ti+, Hg+, Pd2+
Ca2+, Sn2+, Be2+, Sr2+, Co2+, Ni2+, Sn2+ Cd2+, Pt2+, Hg2+
La3+, Co3+, Fe3+, Cr3+
Al3+, Si4+, Ti4+
Table 3 – Classification des acides de Pearson [5]
Dur Interme´diaire Mou
H2O, OH
−, F−, NH3, ROH N2, NO2
−,Br−, N3
−, C5H5N R2S, RSH, RS
−, I−, CO
Cl−, RO−, RNH2, R2O, NO3
− SO3
2−, C6H5NH2 CN
−, H−, SCN−, R3P, C6H6
N2H4, PO4
3−, CO3
2−, R−, RNC, C2H4,(RO)3P,
SO4
2−, ClO4
− S2O3
2−
Table 4 – Classification des bases de Pearson [6]
Cette the´orie permet d’expliquer les diffe´rences de comportement lors des complexa-
tions entre ligands et cations en terme de donneur d’e´lectrons et d’accepteur d’e´lectrons.
Les cations me´talliques appartenant a` la meˆme classe auront des similarite´s en terme de
re´activite´ et de coordination. Selon Pearson, l’ion cuivrique est donc plus dur que l’ion
cuivreux. Les deux cations auront donc des comportements diffe´rents. Le premier aura
tendance a` se lier avec des ligands N -donneurs de type histidine, amine. . .ou O-donneurs
de type carboxylate ou alcool. Le second, aura une affinite´ plus prononce´e pour les ligands
mous comme les thiols.
Quant a` leur coordination, les complexes de Cu+, Ag+ et Au+ sont souvent line´aires.
Cette tendance a` la coordination line´aire est due a` la similitude e´nerge´tique des orbitales
externes ns, np et (n-1)d qui permet la formation d’hybrides  spd  coline´aires. Cepen-
dant, ils peuvent aussi former des complexes te´trae´driques et trigonaux.
Les complexes plans carre´s sont plus courants pour Cu2+ et Au3+. Le cuivre(II) a
tendance, en solution, a` avoir une coordination de 4 (plan carre´), 5 (bipyramide a` base
triangulaire ou pyramide a` base carre´e) ou 6 (octae´drique). Le cuivre(II) est entoure´ de
quatre voisins dans une ge´ome´trie plane et un 5e`me ou 6e`me ligand est connecte´ selon un
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axe perpendiculaire.
Notons aussi que le cuivre(II) est paramagne´tique alors que le cuivre(I) ne l’est pas. Ces
proprie´te´s permettent d’e´tudier les complexes de cuivre(II) par Re´sonance Paramagne´tique
Electronique.
Le cuivre(I) et le cuivre(II) ont donc des proprie´te´s tre`s diffe´rentes. Selon la classification
de Pearson, le cuivre(I) a un comportement et une re´activite´ qui se rapprochent de ceux
des autres cations me´talliques mous tels que Hg2+ et Cd2+ mais aussi des ions me´talliques
interme´diaires de meˆme configuration e´lectronique (d10) comme Zn2+ et Pb2+. Ces
cations me´talliques pre´sentent aussi des similarite´s au niveau de leurs interactions dans
le vivant. Pareillement, le mercure(II) a tendance tout comme le cuivre(I), a` former avec
certains ligands des syste`mes dicoordine´s line´aires. Au contraire, le cadmium(II) a plutoˆt
tendance a` former des coordinances plus e´leve´es de 4 ou 6 comme le zinc(II) et le plomb(II).
En re´sume´, le cuivre(I) et le cuivre(II) posse`dent une configuration e´lectronique
diffe´rente, respectivement d10 et d9. Selon la classification de Pearson, le premier est
plus mou que le second. Ces deux cations ont donc des proprie´te´s tre`s diffe´rentes. Le
cuivre(I) a un comportement proche de celui des cations me´talliques de meˆme confi-
guration e´lectronique (d10) comme Hg2+, Cd2+, Zn2+ et Pb2+ (ns2(n-1)d10). En par-
ticulier, ces cinq ions e´tablissent des interactions similaires et de meˆme type avec les
prote´ines, spe´cialement avec celles qui sont riches en soufre. Dans ce manuscrit, nous
nous inte´resserons donc aux cinq ions Cu+, Hg2+, Cd2+, Zn2+ et Pb2+ que nous nom-
merons par commodite´ les ions d10.
2 Le cuivre en biologie
Les couples d’ions Fe2+/Fe3+ et Cu+/Cu2+ sont les syste`mes re´dox les plus communs
des processus biologiques. Pour cela, le cuivre est pre´sent dans un grand nombre d’enzymes.
Mais, le cuivre libre est toxique pour l’eˆtre vivant, voila` pourquoi sa concentration est
extreˆmement controˆle´e par l’organisme. Dans le vivant, le cuivre existe sous les deux degre´s
d’oxydation +I et +II. Le cuivre(II) est principalement le cuivre circulant que l’on retrouve
dans le sang. Dans les cellules, le cuivre est, quant a` lui, au degre´ d’oxydation +I en raison
du milieu re´ducteur des cellules duˆ a` la pre´sence notamment de glutathion. Au sein de
l’organisme, le cuivre va donc eˆtre pris en charge par diffe´rents types de prote´ines qui vont
l’utiliser, le transporter ou le stocker.
2.1 Prote´ines a` cuivre
Les prote´ines a` cuivre sont des enzymes qui posse`dent des sites actifs pre´sentant un
ou plusieurs atomes de cuivre. Ce dernier a un roˆle de cofacteur et il intervient donc
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dans de nombreux processus tels que le transfert d’e´lectrons, le transport de l’oxyge`ne, le
me´tabolisme du fer, la re´gulation des neurotransmetteurs et des neuropeptides, la synthe`se
des phospholipides, le fonctionnement du cerveau, la pigmentation . . .
L’utilisation du cuivre par le vivant est e´troitement lie´e aux proprie´te´s d’oxydo-re´duction
du couple Cu+/Cu2+ dont le potentiel standard redox, est de 160 mV. Le cuivre a aussi
une capacite´ a` former des liaisons de coordination stables avec les groupements thiolate et
imidazole.
Ces prote´ines a` cuivre peuvent se classer en diffe´rents types selon la structure du site liant
le cuivre.
2.1.1 Les prote´ines avec un site de type I
Les prote´ines de type I (ou T1) ont dans leur site actif un seul atome de cuivre ayant
une ge´ome´trique te´trae´drique. Cet atome de cuivre est coordonne´ par deux histidines et
une cyste´ine formant une structure trigonale plane et un quatrie`me ligand, variable, vient
se lier selon un plan axial. Ce type de prote´ine est aussi appele´  prote´ine bleue  (Blue
copper protein). Cette appellation vient de la bande a` transfert de charge S− −→ Cu2+
situe´e a` 600 nm qui a une couleur d’un bleu tre`s intense [7] [8] [9] [10]. On peut aussi
trouver le nom de cupre´doxine dans la litte´rature. Parmi ce type d’enzyme, on peut citer
l’amicyanine et la plastocyanine qui jouent un roˆle dans le transfert d’e´lectrons, l’azurine
qui est une oxydore´ductase [11].
2.1.2 Les prote´ines avec un site de type II
Ces enzymes ont un atome de cuivre avec une ge´ome´trie plan carre´. Il est coordonne´
par des ligands de types N-donneurs ou N/O-donneurs. Aucun atome de soufre ne co-
ordonne l’atome de cuivre, les enzymes n’ont donc pas de couleur bleue. La sphe`re de
coordination du cuivre est moins rigide dans les centres de type II et le cuivre peut
donc directement re´agir avec un substrat [7] [8] [10]. Ce type de centre actif se rencontre
chez les monooxyge´nases comme la dopamine-β-hydroxylase, qui convertit la dopamine
en nore´pine´phrine (ou noradre´naline) et chez les galactoses oxydases qui participent au
me´tabolisme du galactose.
2.1.3 Les prote´ines avec un site de type III
Ces enzymes pre´sentent un centre binucle´aire comportant deux atomes de cuivre ponte´s
par un oxyge`ne mole´culaire. Chaque cuivre est lie´ par trois histidines. Entre les deux atomes
de cuivre, il y a un couplage antiferromagne´tique duˆ a` la liaison (µ-η2 :η2-peroxo) entre les
deux cuivres (Fig 1). La ge´ome´trie du site Cu-O2-Cu est plane et le substrat se pre´sente
perpendiculairement [7] [8] [10].
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Figure 1 – Centre binucle´aire de cuivre
Ce type de site se rencontre chez les oxydases et les prote´ines transportant l’oxyge`ne.
Citons par exemple, la cate´chol oxydase qui catalyse l’oxydation des cate´chols, la tyrosinase
qui catalyse la production de me´lanine par oxydation [12] et l’he´mocyanine qui intervient
dans le transport de l’oxyge`ne chez les crustace´s.
2.1.4 Les prote´ines avec un site te´tranucle´aire
Dans ces enzymes, le centre posse´dant le cuivre, se compose de sites de type I, de type
II et de type III. Elles contiennent au final quatre atomes de cuivre. Elles jouent un roˆle
dans l’activation du dioxyge`ne. Le me´canisme de cette activation, de´crit dans la figure 2,
est le suivant : le substrat vient interagir avec le centre cuivre de type I et lui arrache un
e´lectron. Cet e´lectron est alors transfe´re´ au centre trinucle´aire de cuivre (type II et type
III) sur une distance de 13 A˚. Il y a alors re´duction des trois atomes de cuivre. Ensuite,
l’oxyge`ne interagit avec le centre trinucle´aire afin d’eˆtre re´duit en eau (formation d’un
centre binucle´aire de cuivre Fig 1) [9].
Figure 2 – Me´canisme de l’activation de l’oxyge`ne [13]
Ce type de site se rencontre notamment dans la famille des oxydases a` cuivre (mul-
ticopper oxydases [10]) telles que la laccase qui oxyde les polyphe´nols et donc active le
dioxyge`ne, ou chez la ce´ruloplasmine qui intervient dans le transport du cuivre et dans sa
distribution dans tout l’organisme. Cette enzyme est aussi implique´e dans le me´tabolisme
du fer ou` le cuivre est cofacteur.
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2.1.5 Autres sites plus complexes
Certaines enzymes sont constitue´es de sites plus complexes de type, CuA (Fig 3) ou`
les atomes de cuivre sont lie´s par des histidines, une me´thionine, un carbonyle d’un acide
amine´ et sont ponte´s par un atome de soufre d’une cyste´ine, ou de type CuB ou` le cuivre
est coordine´ par trois histidines dans une ge´ome´trie trigonale (Fig 3) ou plus complexe
encore, avec d’autres ions me´talliques tels que le fer, le mangane`se ou le zinc. Parmi ces
enzymes, on trouve la cytochrome c oxydase [14] qui est situe´e dans les mitochondries et
joue un roˆle dans le processus de la respiration, l’ubiquinone oxydase qui est l’analogue de
la cytochrome c oxydase chez les bacte´ries, la supe´roxide dismutase (a` zinc [15], a` fer, a`
mangane`se ou a` nickel) qui intervient dans la de´fense contre les radicaux libres, la lysyl
oxydase qui intervient lors du pontage entre le procollage`ne et la proe´lastine dans le tissu
conjonctif.
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Figure 3 – Centre de type CuA et CuB [8]
Enfin le site CuZ que l’on rencontre dans l’enzyme oxyde nitreux re´ductase est quant
a` lui constitue´ de quatre atomes de cuivre, entoure´s par 7 Histidines et relie´s par un atome
de soufre pontant(Fig 4) [16].
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Figure 4 – Centre de type CuZ [16]
Pour conclure sur les prote´ines a` cuivre, nous retiendrons que le cuivre est un e´le´ment
essentiel a` l’organisme car il est utilise´ comme cofacteur dans de nombreux processus
biologiques. Dans la plupart de ces enzymes, le cuivre est complexe´ au degre´ d’oxydation
+II et est ensuite re´duit lors du cycle catalytique. Mais il ne faut pas oublier que l’exce`s
de cuivre peut eˆtre toxique. Le cuivre(I) peut engendrer des re´actions radicalaires de
type Fenton. Voila` pourquoi sa re´gulation est extreˆmement controˆle´e.
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2.2 L’home´ostasie du Cuivre
L’organisation mondiale de la sante´ a recommande´ un apport quotidien de 30 µg/kg
par jour (ou 2.1 mg/jour) dans le cas d’un homme adulte et 80 µg/kg par jour pour les
nourrissons [17]. Le cuivre arrive principalement dans l’organisme par l’alimentation. Les
aliments les plus riches en cuivre sont le foie, les crustace´s (huˆıtres, homards, e´crevisses),
les coquillages, le chocolat et les noix [18], [19]. La teneur en cuivre de ces aliments peut
varier de 20 a` 400 µg/kg. Les concentrations en cuivre dans divers produits alimentaires
sont indique´es table 5.
Type d’aliment Concentration (µg/kg poids humide)
Fruits de mer (poissons, crustace´s et mollusques) 1.49
Viandes (volaille, porc, bœuf, agneau) 3.92
Oeufs et produits laitiers (lait, beurre) 1.76
Le´gumes (salades, fe`ves, plantes-racine) 1.17
Fruits 0.82
Graines et ce´re´ales 2.02
Huiles et graisses 4.63
Noix 14.82
Condiments et e´pices 6.76
Boissons (vin, bie`re) 0.44
Table 5 – Concentration moyenne de cuivre dans certains aliments [18]
La quantite´ de cuivre dans l’organisme chez un adulte varie entre 75 et 150 mg/Kg. Les
concentrations tissulaires de cuivre sont maximales dans le foie et le cerveau (environ un
tiers de la charge corporelle). Des concentrations plus faibles se retrouvent dans le cœur,
la rate, les reins et le sang. La teneur en cuivre de l’iris et de la charo¨ıde de l’œil est
tre`s e´leve´e. Deux organes jouent un roˆle important dans l’home´ostasie du cuivre, l’intestin
ou` le cuivre est assimile´ et le foie qui est l’organe re´gulateur ou` se fait la balance entre
distribution et re´gulation (Fig 5).
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Figure 5 – Distribution du cuivre dans l’organisme [20]
2.2.1 Le cuivre dans l’intestin
L’assimilation du cuivre au niveau de l’intestin se fait par la traverse´e de la mem-
brane apicale des ente´rocytes (cellules de l’intestin) par un transporteur de haute affi-
nite´ hCtr1 [21] [22](Fig 6). Cependant la participation d’autres transporteurs tels que
DMT1 [23] ou hCtr2 n’est pas a` exclure.
Figure 6 – Passage du cuivre a` travers hCtr1 [24]
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Juste avant de passer par la prote´ine transmembranaire hCtr1 et entrer dans les cellules
intestinales, le cuivre(II) est re´duit en cuivre(I), le me´canisme de cette re´duction n’est
pas clairement e´lucide´ dans la litte´rature. A cause de sa toxicite´ (re´action de Fenton),
le cuivre(I) n’est jamais libre dans la cellule. C’est pourquoi, il est tout de suite pris
en charge par des mole´cules de faibles poids mole´culaires comme le glutathion ou par
les diffe´rents transporteurs de la cellule [25]. Enfin il existe d’autres prote´ines qui sont
les me´tallothione´ines et qui ont un roˆle de se´questrant de cuivre(I) quand celui-ci est en
exce`s dans la cellule. Les transporteurs, qui sont des me´tallochaperonnes, ont pour objectif
de de´livrer le cuivre au sein de la cellule a` des prote´ines qui en ont besoin et qui se
situent dans les diffe´rents compartiments de la cellule [22] [26]. Parmi les transporteurs :
la me´tallochaperonne CCS transporte et donne le cuivre(I) a` la superoxide dismutase. La
me´tallochaperonne COX17 transporte et donne son cuivre a` la cytochrome oxydase situe´e
dans les mitochondries. La me´tallochaperonne Atox1 de´livre son cuivre a` une ATPase
situe´e dans l’appareil de Golgi ATP7A (ou prote´ine de Menkes) [27] [28]. Le roˆle d’ATP7A
est tre`s important dans la re´gulation du niveau de cuivre intracellulaire. En effet, quand
celui-ci atteint un niveau toxique, ATP7A migre a` la membrane basolate´rale de la cellule
et exporte le cuivre dans la circulation sanguine (Fig 7) [27] [28] [29]. La concentration
intracellulaire basale en cuivre total lie´ a` des prote´ines, est d’environ 100 µM. Il a e´te´
estime´ que la concentration intracellulaire, dans une cellule normale, en cuivre non lie´ a`
des prote´ines (libre) est infe´rieure a` 10−18M [30].
Dans le sang, le cuivre est a` nouveau au degre´ d’oxydation +II. Il est principalement pris
en charge par: l’albumine (180 µg de Cu associe´ par litre de plasma [19]), la transcupre´ine
et des acides amine´s ou autres mole´cules de petits poids mole´culaires (20-50 µg de Cu
associe´ par litre de plasma [19]), jusqu’au foie.
Figure 7 – Mode`le du trafic du cuivre au sein des cellules intestinales [29]
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2.2.2 Le cuivre dans le foie
Le cuivre est incorpore´ dans les cellules he´patiques, par le meˆme transporteur hCtr1.
Dans la cellule he´patique il est pris en charge par les meˆmes me´tallochaperonnes (CCS,
COX17, Atox1) [22]. La diffe´rence va venir de la prote´ine ATPase a` laquelle Atox1 transmet
le cuivre(I). Dans l’intestin, nous avons vu que c’e´tait la prote´ine ATP7A qui recevait le
cuivre. Dans les cellules he´patiques, c’est l’ATPase, ATP7B ou prote´ine de Wilson qui
rec¸oit le cuivre [22] [31]. Elles ont toutes les deux le meˆme roˆle : de´livrer le cuivre aux
prote´ines qui en ont besoin et qui se trouvent dans l’appareil de Golgi (en conditions
normales) et excre´ter le cuivre(I) hors de la cellule en cas d’exce`s [32] [31]. Notons qu’elles
se situent toutes deux dans l’appareil de Golgi. Dans les cellules he´patiques, le geˆne codant
pour ATP7A existe, mais la prote´ine n’est pas exprime´e. Voila` pourquoi dans les cellules
he´patiques, on ne parle que de ATP7B [22].
Le premier roˆle d’ATP7B au sein des cellules he´patiques est de fournir du cuivre(I) a`
la ceruloplasmine, ferroxidase a` cuivre, qui est ensuite excre´te´e vers le sang. Graˆce a` la
circulation sanguine, le cuivre est distribue´ dans tout l’organisme [33]. Le deuxie`me roˆle
d’ATP7B est de re´guler la concentration intracellulaire du cuivre(I). En effet, quand celle-
ci atteint le niveau de toxicite´, ATP7B se de´place de l’appareil de Golgi vers le poˆle apical
de la cellule et de´verse le cuivre dans le canalicule biliaire ou` il est transporte´ avec la bile
jusqu’aux intestins et e´limine´ avec les fe`ces (Fig 8).
Figure 8 – Transport et excre´tion du cuivre au sein des cellules he´patiques [34]
Nous avons vu que dans les cellules intestinales ou he´patiques, nous avions les meˆmes
types de chaperonnes qui ve´hiculent le cuivre au sein des cellules. Inte´ressons-nous donc a`
ce type de prote´ines et voyons comment Atox1 donne le cuivre a` ATP7A ou ATP7B.
2.2.3 Les me´tallochaperonnes
Comme e´voque´ pre´ce´demment, les me´tallochaperonnes sont des transporteurs du
cuivre(I) au sein des cellules. En anglais, elles sont d’ailleurs appele´es  Shuttle proteins .
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Sur leur extre´mite´ N -terminale, elles posse`dent un site de fixation du me´tal de se´quence
d’acides amine´s MXCXXC commune a` toutes. C’est par les thiolates de leurs cyste´ines
qu’elles complexent le cuivre, mais aussi le mercure ou le cadmium. Cette se´quence est
conserve´e chez toutes les me´tallochaperonnes. Le site de fixation du me´tal est flexible mais
l’affinite´ pour le cuivre est tre`s forte [35], ce qui e´vite toute oxydation du cuivre ou une
e´ventuelle compe´tition avec le glutathion.
Nous nous inte´resserons dans tout le reste de la the`se a` la me´tallochaperonne Atox1 et a`
l’ATPase ATP7B. La figure 9 repre´sente la structure de Atox1 et de l’ATPase ATP7B ou`
l’on voit bien les deux cyste´ines liant le cuivre(I).
Figure 9 – A gauche Structure de Atox1 : en jaune, les thiolates des cyste´ines, en bleu,
le cuivre(I) [36] ; A droite Structure de ATP7A/B [37]
2.2.4 Transfert du cuivre(I) entre une me´tallochaperonne et sa prote´ine cible,
exemple de Atox1
La me´tallochaperonne et sa cible ont le meˆme repliement βαββαβ. Elles ont aussi le
meˆme site de fixation du me´tal a` savoir MXCXXC [38]. Ces similitudes jouent un roˆle dans
la communication entre les deux prote´ines.
Atox1 est une me´tallochaperonne constitue´e de 68 acides amine´s et qui contient un site de
fixation du cuivre(I) (MBD : Metal Binding Domaine). Ce meˆme site de fixation (nomme´
WD1-6) est reproduit 6 fois sur les ATPase ATP7A/B en leur extre´mite´ N -terminale [31].
Plusieurs e´tudes ont e´te´ re´alise´es sur Atox1 (ou son analogue Atx1 chez la levure) et
ATP7A/B par diverses me´thodes (RMN, simulations . . .) pour montrer l’interaction entre
les deux prote´ines lors du transfert du cuivre(I) de Atox1 aux domaines WD de l’AT-
Pase [39] [40] [41] [42] [43]. Strausak et Coll. ont mis en e´vidence que la mutation d’une
cyste´ine du domaine de fixation de Atox1 ne permet pas le transfert du cuivre(I) entre
les deux prote´ines [44]. Une autre e´tude, re´alise´e par Wernimont et Coll. [45], montre que
le tryptophane 11 e´tablit une liaison hydroge`ne avec la premie`re cyste´ine du domaine de
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fixation du me´tal, situe´e dans la prote´ine de Wilson. Re´cemment des e´tudes re´alise´es par
dichro¨ısme circulaire effectue´es par Hussain et Coll. mettent en e´vidence le roˆle de la lysine
60 dans la stabilite´ de l’he´te´rocomplexe (Fig 10) lors du transfert du cuivre de Atox1 au
domaine WD4 de l’ATPase [46].
Figure 10 – Structure de l’he´te´rocomplexe entre Cu-Atox1 en violet et apoWD4 en vert
[46]
Le domaine de fixation du me´tal intervient donc dans le transfert du cuivre(I) entre
les deux prote´ines qui inte´ragissent que s’il y a Cu(I). L’affinite´ pour le cuivre(I) a aussi
un roˆle dans le transfert du cuivre(I). En effet, l’ATP7A/B a une affinite´ supe´rieure que
la prote´ine Atox1 qui oriente donc le transfert [47].
Malgre´ toutes ces e´tudes, le me´canisme, les e´nergies mises en jeu, restent encore mal
connus, mais l’e´change de cuivre(I) serait rapide entre Atox1 et sa prote´ine cible.
Re´cemment, une e´tude re´alise´e par simulation en utilisant la me´thode QM/MM, met en
e´vidence la formation de deux interme´diaires tri-coordinne´s en accord avec les re´sultats
expe´rimentaux [48](Fig 11).
Figure 11 – Proposition de me´canisme lors du transfert du cuivre entre Atox1 et
ATP7A/B [45]
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2.2.5 Les me´tallothione´ines, se´questrant d’ions me´talliques
Les me´tallothione´ines (MT) sont des prote´ines riches en soufre (30% des acides amine´s
sont des cyste´ines), de faible poids mole´culaire, constitue´es d’environ 60 a` 70 acides
amine´s, et ne pre´sentant ni acide amine´ aromatique ni histidine. Il existe quatre types
de me´tallothione´ines chez les mammife`res : MT-1, MT-2, MT-3 et MT-4. Les MT-1 et
MT-2 sont ge´ne´ralement localise´es dans les tissus parenchymateux comme le foie ou les
reins. Ces deux types de MT ont un roˆle dans l’home´ostasie du cuivre et du zinc. Elles
se´questrent ou stockent le cuivre ou le zinc, quand cela est ne´cessaire. La production de
me´tallothione´ines, dans les cellules, de´pend de la concentration en cuivre et en zinc. Elles
prennent aussi part dans la de´toxication de me´taux tels que le mercure et le cadmium. Elles
ont e´galement un roˆle contre le stress oxydant [49]. Les MT-3 ou GIF (Growth Inhibitory
Factor) sont localise´es essentiellement dans le cerveau. Ces MT ont, quant a` elles, un roˆle
mal connu chez l’homme mais ont e´te´ identifie´es comme un facteur de l’inhibition de la
croissance des cellules neuronales chez le rat. Elles contiennent des atomes de cuivre et des
atomes de zinc [50]. Notons que les MT-4 sont limite´es aux cellules e´pithe´liales de la peau
ou de la langue [51].
Outre leur roˆle dans l’home´ostasie du cuivre et du zinc, les MT posse`dent la capa-
cite´ de fixer des ions me´talliques des groupes Ib et IIb (colonnes 11 et 12) (roˆle dans la
de´toxication de me´taux). Cette capacite´ est lie´e a` la pre´sence de nombreux re´sidus cyste´ines
au sein de la chaˆıne polypeptidique [52]. Les me´tallothione´ines fixent les ions me´talliques
par l’interme´diaire de leurs nombreux groupements thiols. Les cations me´talliques peuvent
eˆtre complexe´s par ces groupements et il est possible de classer ces ions en fonction
de leur capacite´ a` se lier aux fonctions thiols. On admet ge´ne´ralement le classement
Hg > Cu > Cd > Zn [53]. La fixation des cyste´ines aux ions me´talliques entraˆıne un replie-
ment centre´ sur ces ions. Alors que le cadmium et le zinc sont au centre d’un te´trae`dre [54]
[55], des me´taux tels que le cuivre ainsi que l’argent adoptent des ge´ome´tries trigonales et
meˆme digonales [56] [57] [58] [59].
Chez les mammife`res, les cyste´ines contribuent a` la complexation de sept ions me´talliques
divalents par me´tallothione´ine. La grande proportion en cyste´ines et leur disposition au
sein de la prote´ine favorisent l’apparition d’une structure tridimensionnelle forme´e de deux
domaines de topologies similaires. Ils sont commune´ment appele´s domaine α et domaine
β. Ils ne participent pas de la meˆme manie`re a` la fixation des ions me´talliques. Le domaine
α est dispose´ a` l’extre´mite´ C -terminale et permet la fixation de quatre ions divalents par
l’interme´diaire de onze cyste´ines (cluster MII4 Cys11, Fig 12). Le domaine β permet la fixa-
tion de trois ions me´talliques divalents par l’interme´diaire de neuf re´sidus cyste´ines et est
dispose´ a` l’extre´mite´ N -terminale (cluster MII3 Cys9, Fig 12).
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Figure 12 – Structure des sites actifs MII-MT (domaine α : M4S11 (a` gauche) ; domaine
β : M3S9 (a` droite)) [60]
Ces deux domaines sont de taille e´quivalente. Ils ne pre´sentent pas la meˆme affinite´
pour les diffe´rents ions me´talliques. Le zinc et le cadmium se lient plus fermement au
domaine α alors que le domaine β pre´sente une meilleure affinite´ pour le cuivre et l’argent.
Chacun des deux domaines peut fixer jusqu’a` six ions monovalents tel que Cu+ [52]. En
effet, les me´tallothione´ines peuvent complexer 11 a` 12 ions cuivre(I). Ces derniers sont
aussi re´partis en deux clusters de type Cu6Cys11 et Cu6Cys9 situe´s respectivement sur le
domaine α et β (Fig 13).
Figure 13 – Structure des sites actifs Cu-MT, domaine β (a` gauche), domaine α (a`
droite) [61]
En re´sume´, nous voyons que le cuivre est un e´le´ment essentiel a` l’organisme car pre´sent
comme cofacteur dans un grand nombre de processus biologiques. Sa concentration
est extre´mement re´gule´e par l’organisme par diffe´rentes prote´ines. Si un proble`me sur-
vient au niveau de sa re´gulation, ou au niveau d’une des prote´ines a` cuivre, cela peut
engendrer de graves conse´quences sur l’organisme.
2.3 Les de´re`glements lie´s au Cuivre
Comme nous l’avons vu pre´ce´demment, le cuivre intervient comme cofacteur dans un
grand nombre de processus biologiques. Un dysfonctionnement au niveau de ces prote´ines
a` cuivre peut contribuer a` l’apparition de nombreux symptoˆmes et notamment des troubles
neurologiques et donc de maladies neurologiques. Un proble`me dans l’home´ostasie du cuivre
entraˆıne un dysfonctionnement de toutes ces prote´ines (Table 6).
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Enzymes Fonctions Conse´quences
et dysfonctionnements
Ce´ruloplasmine Transport du cuivre et du fer Accumulation du fer
et troubles neurologiques
Cytochrome c oxydase Intervient dans la respiration Cerveau anormal,
(dans la chaˆıne du transfert d’e´lectrons) hypothermie et muscles fragiles
Dopamine β-monoxyge´nase Conversion de la dopamine Effets neurologiques,
en nore´pine´phrine Possible hypothermie
Lysyl oxydase Pontage entre le procollage`ne Tissus conjonctives de´fectueux
et la proe´lastine
Superoxide dismutase Re´gulation et de´fense Augmentation
contre les radicaux libres du stress oxydant
Tyrosinase Formation de me´lanine Hypopigmentation
Autres enzymes Pontage de la ke´ratine Cheveux dur comme la laine
Table 6 – Exemples de de´re´glements lie´s aux dysfonctionnements des prote´ines a`
cuivre [62]
2.3.1 Le cuivre, les maladies neurode´ge´ne´ratives et le stress oxydant
Le dysfonctionnement de prote´ines est a` l’origine d’un grand nombre de de´sordres neu-
rode´ge´ne´ratifs. C’est d’ailleurs le cas des maladies telles que Creutzfeld-Jacob, Alzheimer
ou Parkinson. Ces prote´ines  alte´re´es  , qui ne sont pas de´grade´es par l’organisme, s’ac-
cumulent dans le cerveau et forment des agre´gats. En plus de ces agre´gats de prote´ines
alte´re´es, une accumulation de me´taux tels que le cuivre, le zinc et le fer et une augmen-
tation du stress oxydant ont e´te´ observe´s dans le cerveau. La cause et le me´canisme de la
formation de ces prote´ines non fonctionnelles, ne sont pas encore bien compris.
Nous avons souligne´ que le cuivre est pre´sent dans l’organisme aux degre´s d’oxydation
(+II) et (+I). La forme Cu(II) est la plus stable. Le cuivre(I) est un re´ducteur fort qui
peut donc re´agir, quand il est sous forme libre, avec le peroxyde d’hydroge`ne (H2O2) se-
lon un me´canisme de Fenton et ge´ne´rer un radical hydroxyle (HO•). Ce radical, une fois
ge´ne´re´, va pouvoir re´agir a` son tour, avec tous les constituants de la cellule, prote´ines,
lipides et acides nucle´iques. Comme HO• est hautement re´actif, il va causer des dommages
importants. De plus, le cerveau est un organe relativement pauvre en enzymes antioxy-
dantes (SOD Cu/Zn, catalase, peroxydase) et riche en substances facilement oxydables
(acides gras polyinsature´s), les hypothe`ses les plus re´centes sugge`rent un roˆle important
du stress oxydant dans la mort neuronale. Ce stress oxydant serait cause´ par une dis-
tribution anormale de cations me´talliques essentiels (Cu, Fe, Zn. . . ) dans le cerveau. Ce
de´se´quilibre traduit un de´re`glement de l’home´ostasie des ions me´talliques et peut entraˆıner
une augmentation de production de radicaux libres.
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Scle´rose Late´rale Amyotrophique, SLA : Cette maladie est une maladie neu-
rode´ge´ne´rative caracte´rise´e par une de´ge´ne´rescence des neurones moteurs (maladie neu-
romusculaire). Elle touche 5-7 personnes sur 100 000 [63]. Les personnes touche´es sont
d’aˆge moyen. La maladie atteint d’abord les neurones moteurs au niveau du cerveau puis
se propage dans le syste`me respiratoire. Les personnes meurent en 5 ans. Cette maladie
existe sous deux formes, une sporadique et une ge´ne´tique (ou familiale). Dans ce cas, le
ge`ne anormal identifie´ est celui codant pour la SOD Cu/Zn cytosolique [64]. A ce jour, plus
de 100 mutations ont e´te´ de´crites [65] [66]. Dans le tissu neuronal, des agre´gats de la forme
mute´e de la SOD Cu/Zn ont e´te´ observe´s sur des souris de type SLA transge´niques [67].
Une revue re´cente [68] fait un bilan sur les processus pathologiques mis en jeu dans la
SLA, notamment sur le roˆle du zinc. Dans cette pathologie, l’implication de me´taux tels
que le cuivre ou le zinc est e´vidente. Le cuivre peut provoquer, par des re´actions de type
Fenton, la formation de radicaux. La forme mute´e de la SOD n’est pas assez re´active pour
prote´ger les neurones, ce qui provoque leur mort. De bons re´sultats ont e´te´ obtenus sur des
mode`les de souris en utilisant des che´lateurs du cuivre tels que la D-pe´nicillamine [69] ou
le 2,9-dimethyl-1,10-phe´nantholine (ne´ocupro¨ıne) [70](Fig 14), montrant l’inhibition de la
mort cellulaire. Ces re´sultats encourageant ouvrent la voie vers une the´rapie par che´lation
du cuivre.
HO
O
SH
NH2
N N
Figure 14 – Structure de la D-pe´nicillamine (a` gauche) et de la ne´ocupro¨ıne (a` droite)
Les maladies a` Prions : Les maladies a` Prions se pre´sentent comme un groupe de
maladies neurode´ge´ne´ratives comprenant principalement la maladie de Creutzfelt-Jacob
(Fig 15) chez l’homme et l’ence´phalopathie spongiforme bovine chez l’animal (aussi ap-
pele´e maladie de la  vache folle ) [71]. Les conse´quences sont une rapide progression
de la de´mence qui est accompagne´e de troubles neurologiques se´ve`res tels que l’ataxia
ou convulsions musculaires involontaires, puis la mort [72]. Ces maladies se caracte´risent
par l’accumulation d’une prote´ine appele´e PrPSc. Cette prote´ine correspond a` une forme
alte´re´e d’une prote´ine normale, la PrPC . En effet, une modification de structure est a` noter
lors du passage de la prote´ine normale (PrPC) a` celle alte´re´e (PrPSc). La forme normale
PrPC est constitue´e d’he´lices α alors que sa forme alte´re´e posse`de des feuillets β. Le roˆle
de PrPC dans l’organisme reste encore mal connu. Plusieurs suppositions existent cepen-
dant, notamment sur son roˆle dans le transport du cuivre du milieu extracellulaire vers la
SOD [71]. En effet, la prote´ine PrPC , localise´e au niveau des synapses [73], contient une
se´rie d’octapeptides riches en glycine et proline, sur sa partie N -terminale, capable de se
lier au cuivre(II) [74] [75]. Une activite´ de type superoxyde dismutase est aussi e´voque´e.
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La fixation du cuivre entraˆınerait l’activation de cette fonction et aurait donc un roˆle de
protection contre le stress oxydant [76]. La fixation du cuivre, in vitro, sur la prote´ine
PrPC montre une structuration de la partie N -terminale de PrPC (formation d’he´lices α
[77] [78]). La prote´ine alte´re´e adopte un repliement β qui implique une modification du
site de fixation du cuivre(II). La conse´quence directe est la formation d’un exce`s d’espe`ces
radicalaires entraˆınant de nombreux dommages neurologiques. Les maladies a` Prions sont
contagieuses dans une meˆme espe`ce mais aussi d’une espe`ce a` l’autre (maladie de la vache
folle contagieuse pour l’homme). Apre`s trente anne´es de recherche concernant cette ma-
ladie, des traitements commencent a` apparaˆıtre, notamment ceux utilisant des che´lateurs
du cuivre tels que la D-pe´nicillamine qui a montre´ des re´sultats satisfaisants [79].
Figure 15 – Cerveau atteint de la maladie de Creutzfelt-Jacob ( c©ADAM) [80]
La maladie d’Alzheimer : La maladie d’Alzheimer (AD) est la plus connue et la
plus re´pandue des maladies neurode´ge´ne´ratives. Cette forme de de´mence existe sous deux
formes, une qui touche des personnes de moins de 65 ans et une qui touche les personnes de
plus de 65 ans. De nos jours, cette maladie touche plus de 24 millions de personne a` travers
le monde et atteindra en 2040 plus de 84 millions de personne [81]. Elle a e´te´ de´couverte
en 1907 par Alois Alzheimer [82]. La premie`re patiente a avoir manifeste´ cette maladie et
atteinte de de´mence, e´tait Auguste D., elle avait 51 ans (Fig 16).
Figure 16 – Premie`re patiente Auguste D. atteinte de la maladie d’Alzheimer [83]
La maladie est irre´versible, il en re´sulte une perte progressive de la me´moire, un com-
portement inhabituel, un changement de personnalite´ et un de´clin dans les capacite´s a`
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penser et re´fle´chir. AD s’accompagne au niveau ce´re´bral de trois changements structu-
raux [84] [85] :
– Perte diffuse de neurones
– De´poˆts dans le milieu intracellulaire de la prote´ine Tau hyperphosphoryle´e (forme
de filaments anormaux)
– De´poˆts dans le milieu extracellulaire du peptide amylo¨ıde Aβ (appele´s aussi plaques
se´niles) entoure´s de neurites dystrophiques.
Ces diffe´rents types de symptoˆmes notamment l’hyperphosphorylation de la prote´ine Tau
peuvent se voir par IRM (Fig 17). En effet, l’IRM facilite le diagnostic pre´coce de la
maladie. On voit par IRM une atrophie de l’hippocampe (structure cle´ du cerveau pour
la me´morisation des souvenirs) (Fig 17 et Fig 18). Cette atrophie ce´re´brale est lie´e a` la
pre´sence d’une de´ge´ne´rescence neurofibrillaire due a` l’accumulation de prote´ine Tau sous
forme de filaments anormaux.
Figure 17 – IRM du cerveau, sujet sain (a` gauche), sujet atteint de la maladie d’Alzheimer
(a` droite),( c©AFP) [86]
Figure 18 – Autre vue d’un IRM du cerveau, sujet atteint de la maladie d’Alzheimer (a`
gauche), sujet sain (a` droite), ( c©NASA) [87])
L’agre´gation du peptide amylo¨ıde Aβ est une des conse´quences importantes dans la
maladie d’Alzheimer, on peut meˆme parler de  cle´ de la maladie . Selon un sche´ma
hypothe´tique en cascade (Fig 19), l’agre´gation du peptide Aβ est toxique pour les neurones
du fait de la production d’espe`ces radicalaires re´actives, cause directe de la maladie. Le
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peptide Aβ re´sulte du clivage d’une prote´ine pre´curseur APP par des enzymes se´cre´tases
α et β (Fig 19) [88] [89]. La prote´ine APP est une prote´ine transmembranaire de 695-770
acides amine´s existant sous diffe´rents isoformes.
Figure 19 – Sche´ma  de l’hypothe`se de la cascade amylo¨ıde  [90]
Le peptide Aβ est situe´ dans la re´gion transmembranaire. Il est constitue´ de 39-43
acides amine´s avec une partie hydrophile en son extre´mite´ N -terminale (acides amine´s
1-28) et d’une partie hydrophobe en son extre´mite´ C -terminale (acides amine´s 29-39/43).
Le peptide Aβ existe, dans un cerveau normal, sous forme soluble [91]. In-vivo, les formes
pre´dominantes de Aβ sont : la forme constitue´e de 40 acides amine´s nomme´e Aβ40 et
celle de 42 acides amine´s nomme´e Aβ42 (Fig 20). Compare´ a` la forme soluble, le rapport
entre ces deux formes, augmente dans les plaques amylo¨ıdes. Ces deux formes jouent un
roˆle important dans la maladie bien que Aβ42 soit plus toxique pour les neurones car elle
s’agre`ge plus facilement que Aβ40 [92].
Figure 20 – Se´quence des peptides Aβ40 et Aβ42 [93]
Bien que le passage de la forme soluble de Aβ aux formes de type amylo¨ıde soit
encore peu claire, il a e´te´ e´tabli que la concentration physiologique des ions Cu2+, Zn2+
et Fe3+ avait un roˆle dans le processus d’agre´gation du peptide Aβ. Ce processus pourrait
eˆtre le pre´lude de la formation des plaques Aβ [94]. La concentration de ces me´taux
est tre`s e´leve´e dans les de´poˆts des plaques amylo¨ıdes : 0.4 mM de Cu2+ [95], 1 mM de
Zn2+ [95] et ≈1 mM de fer [95] [96]. Cependant, in vivo, le fer n’interagit pas directe-
ment avec le peptide Aβ, par contre le Cu2+, a` pH ≤ 6.8, entraˆıne la pre´cipitation du
peptide Aβ. Notons que la neurotoxicite´ du peptide amylo¨ıde Aβ est lie´e aux dommages
provoque´s par l’oxydation induite par les me´taux. Ceci est une caracte´ristique de la
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maladie d’Alzheimer [96]. Le caracte`re re´dox des me´taux cuivre et fer, induit des re´actions
de type Fenton avec le peptide Aβ selon le me´canisme e´crit ci-dessous dans le cas du cuivre :
Aβ + Cu2+ → Aβ+• + Cu+ (4)
Cu+ +O2 → Cu
2+ +O−2 (5)
2O−2 + 2H
+ → H2O2 +O2 (6)
Cu+ +H2O2 → Cu
2+ +HO• +HO− (7)
O−2 +H2O2 → HO
− +O2 +HO
• (8)
L’e´quation (4) correspond a` la re´duction du cation me´tallique par la prote´ine Aβ. L’e´quation (5) e´quivaut au cycle re´dox
du cation me´tallique (Cu2+, Fe3+). L’e´quation (6) est la production de H2O2. L’e´quation (7) est une re´action de Fenton
et l’e´quation (8) est le processus de Haber-Weiss qui produit le radical hydroxyle. [97]
Au vu des concentrations e´leve´es des ions cuivre, zinc et fer et du roˆle du cuivre
et du zinc dans la pre´cipitation du peptide Aβ, les che´lateurs repre´sentent une voie
the´rapeutique possible pour la maladie d’Alzheimer. Ces che´lateurs doivent pouvoir entrer
en compe´tition avec le peptide Aβ sans pour autant voler le cuivre aux autres prote´ines.
Il a donc e´te´ propose´ que l’affinite´ envers le cuivre et le zinc soit moyenne (logKd =
11-12 pour Cu2+ et 8 pour Zn2+ [90]). Le che´lateur doit aussi eˆtre capable de passer la
Barrie`re He´mato-Ence´phalique(BHE). Voila` pourquoi un des che´lateurs a` avoir e´te´ teste´
pour traiter la maladie d’Alzheimer est le clioquinol (Fig 21). Ce che´lateur passe la BHE,
et a des constantes de dissociations (Kd) de 7 pour le zinc et 8.9 pour le cuivre, a` pH
physiologique. Il a montre´ des re´sultats inte´ressants sur des souris transge´niques APP2576,
avec une diminution des plaques de 49% et une augmentation de Aβ soluble [98]. Ces
re´sultats ont permis de re´aliser des tests pre´cliniques en phase II sur quelques patients
atteints d’Alzheimer. Bien que les e´tudes aient e´te´ concluantes, elles ont duˆ eˆtre arreˆte´es en
raison de la toxicite´ d’un sous-produit du clioquinol, la 5,7-diiodo-8-hydroxyquiole´ine [99].
Notons tout de meˆme l’essor actuel du de´veloppement de che´lateurs du cuivre(II) et du
zinc(II) pour ralentir et diminuer la formation des plaques Aβ.
N
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Figure 21 – Le clioquinol, structure
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En re´sume´, les me´taux et notamment le cuivre ont un roˆle important dans les mala-
dies neurode´ge´ne´ratives. Un dysfonctionnement d’une prote´ine entraˆıne un de´re`glement
dans l’home´ostasie du cuivre. Du fait de son caracte`re oxydore´ducteur, le cuivre, sous
forme libre, intervient donc dans la formation d’espe`ces radicalaires et provoque des
dommages neurologiques se´ve`res. Il existe cependant d’autres types de maladies lie´es
au de´re`glement de l’home´ostasie du cuivre. Ces maladies sont ge´ne´tiques, elles sont
dues a` des mutations des ge`nes codant pour les prote´ines ATPase : ATP7A et ATP7B.
Ces maladies sont respectivement la maladie de Menkes et la maladie de Wilson.
2.3.2 Les maladies ge´ne´tiques : Menkes et Wilson
Les maladies de Menkes et Wilson sont deux maladies ge´ne´tiques orphelines dont le
ge`ne malade code pour l’ATP7A, pour la premie`re, et l’ATP7B, pour la seconde. Il en
re´sulte un dysfonctionnement dans l’home´ostasie du cuivre puisque ces prote´ines lient
essentiellement le cuivre au niveau cellulaire. Au niveau de l’organisme, les conse´quences
sont un de´ficit en cuivre pour Menkes et une concentration anormalement e´leve´e en cuivre
pour Wilson.
La maladie de Menkes : La maladie de Menkes est une maladie ge´ne´tique re´cessive,
orpheline qui touche un be´be´ sur 250 000. Elle se caracte´rise par une de´ge´ne´rescence neu-
ronale et une anormalite´ des tissus conjonctifs. Elle a e´te´ de´crite par Menkes en 1962, mais
c’est en 1993 que le ge`ne malade a e´te´ identifie´ sur le chromosome X comme codant pour la
prote´ine de la famille des ATPases de type P, ATP7A (Fig 9) [100] [101] [102]. Il en re´sulte
un de´sordre au niveau de l’home´ostasie du cuivre. Le cuivre des cellules intestinales n’est
pas transmis dans le sang par ATP7A. La premie`re conse´quence est une accumulation de
celui-ci dans les cellules intestinales. La seconde conse´quence est une absence de cuivre dans
le sang: l’organisme manque donc de cuivre. Les prote´ines qui en ont besoin, cytochrome-
c-oxydase, dopamine-β-hydroxylase, la superoxyde dismutase. . ., ne fonctionnent plus [37].
Les symptoˆmes qui en re´sultent sont, un retard de croissance, une hypothermie, des muscles
fragiles, des dommages neurologiques (ataxia, dysarthia, de´veloppement mental retarde´,
convulsions), une hypotension, une faible pigmentation de la peau et des cheveux, des che-
veux fins (Fig 22), l’apparition de stress oxydant et donc de radicaux libres (re´sultant de
l’accumulation du cuivre(I) dans les cellules), une concentration basse en cuivre circulant
et une hypere´lasticite´ de la peau qui est e´paisse et dure. La maladie de Menkes peut eˆtre
de´cele´e par un diagnostic pre´natal [103] [104] ou de`s l’aˆge de 3 mois. Le ge`ne e´tant porte´
par le chromosome X, la maladie touche plus les garc¸ons que les filles. La dure´e de vie
moyenne est de 3-4 ans, seuls les enfants atteints d’une forme moins prononce´e de la ma-
ladie peuvent atteindre l’aˆge de 10 ans [105]. Le seul traitement actuel est de donner du
cuivre sous forme de complexe histidine-cuivre pour une meilleure assimilation par l’orga-
nisme [106]. Le me´canisme d’action n’est pas encore bien identifie´ [107]. Il y a cependant
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une ame´lioration par ce traitement au niveau de l’augmentation du cuivre dans le se´rum,
de la concentration en ce´ruloplasmine dans l’organisme, et une normalisation de certaines
prote´ines, comme la dopamine β hydroxylase, apre`s trois mois de traitement [108]. Ces nor-
malisations ame´liorent les proble`mes neurologiques. Seule la prote´ine lysyl oxydase semble
ne pas re´cupe´rer le cuivre par ce traitement et les de´sordres des tissus conjonctifs per-
sistent. Le traitement doit eˆtre pris assez toˆt (avant 2 mois) pour diminuer de manie`re
significative les de´sordres neurologiques. Notons tout de meˆme que cette maladie est læ-
tale, le traitement augmente juste la survie de l’enfant. Il est he´las bien difficile de vivre
sans cuivre.
Figure 22 – Be´be´ atteint de la maladie de Menkes [109]
La maladie de Wilson : La maladie de Wilson est une maladie ge´ne´tique autosomique
re´cessive (les deux parents sont porteurs sains Fig 23) dont le ge`ne malade se situe sur
le chromosome 13. Elle touche une personne sur 30 000 a` 100 000 [110]. Comme Menkes,
elle est orpheline. La maladie a e´te´ de´crite pour la premie`re fois par le me´decin neurologue
britannique, Kinnier Wilson, en 1912 [111]. Le ge`ne malade code pour la prote´ine ATPase
de type P, ATP7B et a e´te´ de´couvert en 1993 [112] [113] [114]. Il existe plus de 300
mutations re´pertorie´es (Base de donne´es [115]). L’anomalie de cette prote´ine entraˆıne une
accumulation du cuivre dans les cellules he´patiques (Fig 8). Le cuivre n’est plus excre´te´ vers
la bile, quand son niveau atteint le seuil toxique. La transmission vers la ce´ruloplasmine
ne se fait plus. Il n’y a donc plus de distribution du cuivre dans le reste de l’organisme ce
qui induit un manque de cuivre pour les prote´ines qui en ont besoin, et par conse´quent
un dysfonctionnement de ces dernie`res. Le cuivre accumule´ dans le foie provoque alors des
re´action de type Fenton [97]. Les organes principalement touche´s, par cette accumulation
de cuivre, sont le foie, le cerveau et les yeux. La ce´ruloplasmine est, quant a` elle, tre`s basse.
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Figure 23 – Maladie autosomique re´cessive
Les symptoˆmes [116] [117] :
Les symptoˆmes cliniques de cette maladie se de´clenchent apre`s l’aˆge de 5 ans. Les organes
touche´s de´pendent de l’aˆge.
Le cuivre est accumule´ dans les cellules he´patiques, le foie est donc le premier organe
touche´. Les malades sont atteints d’une he´patite chronique active. Peu de malades souffrent
d’une he´patite fulgurante. En ge´ne´ral, les symptoˆmes he´patiques se de´clenchent avant
les symptoˆmes neurologiques bien qu’ils ne soient pas facilement de´celables chez certains
patients. Les symptoˆmes he´patiques apparaissent vers l’aˆge de 10-15 ans.
Les troubles neurologiques apparaissent ensuite, vers l’aˆge de 19-22 ans. Les symptoˆmes
sont, des mouvements anormaux avec des tremblements au repos et accrus pendant une
activite´, une rigidite´ semblable a` celle de la maladie de Parkinson notamment au niveau
du visage avec un sourire de type joker (sourire fixe et tre`s large) et au niveau de la racine
des membres. Cette rigidite´ est responsable de la dysarthrie (difficulte´ a` la de´glutition).
Les malades ont aussi une difficulte´ a` l’e´locution.
Figure 24 – Image de gauche : Malade atteint de rigidite´ faciale et des membres [111] ;
Image de droite main atteinte de rigidite´ [111]
Les malades souffrent aussi de troubles psychiatriques, caracte´rise´s par une de´pression,
un de´sinte´reˆt scolaire ou professionnel, des modifications de caracte`re avec une hy-
pere´motivite´ et des e´tats psychotiques. Le dernier symptoˆme se caracte´rise par la pre´sence
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d’un anneau de cuivre autour de l’œil appele´ anneau de Kayser-Fleisher (Fig 25).
Figure 25 – Anneau de Kayser Fleisher : c©2003-2010 Wilson Disease Association Inter-
national
Le Diagnostic [116] [117] :
Le diagnostic consiste en plusieurs analyses :
• Un bilan biologique. Quatre mesures sont faites :
1. Dosage de la ceruloplasmine, cette dernie`re est faible: 10 mg/100 mL de se´rum.
2. Dosage de la cupre´mie, taux de cuivre dans le sang tre`s faible.
3. Dosage de la cuprurie sur 24 heures, taux de cuivre dans les urines e´leve´ : 200
a` 400 µg.
4. Dosage des transaminases. Leur augmentation montre que le foie est atteint.
• Une biopsie du foie qui permet de doser la quantite´ de cuivre retenu dans le foie.
La biopsie du foie (ou ponction biopsie he´patique) consiste a` pre´lever un petit
e´chantillon de foie.
• Scanner et IRM ce´re´brale pour visualiser les symptoˆmes neurologiques.
• Diagnostic ge´ne´tique : par voie indirecte, permettant de savoir si un fre`re ou une
sœur est atteint lui aussi, re´sultats fiables a` 99% (e´tude de la filiation). Par voie
directe, permettant de repe´rer et de´crire l’anomalie ge´ne´tique par analyse du ge`ne
du patient et comparaison avec les mutations re´pertorie´es. Les re´sultats sont fiables
a` 40-60%.
• Diagnostic ophtalmologique et pre´sence de l’anneau de Kayser-Fleisher.
Quand le diagnostic est fait, l’avis du centre de re´fe´rence est ne´cessaire avant d’instaurer
un traitement qui doit eˆtre maintenu a` vie. La maladie est fatale s’il n’y a pas de
traitement. Le suivi du patient est re´gulier, pluridisciplinaire et il s’effectue en lien avec le
centre de re´fe´rence. En France, il existe un centre de re´fe´rence principal localise´ a` l’hoˆpital
Lariboisie`re a` Paris et coordonne´ par le Docteur F. Woimant, neurologue. Plusieurs autres
centres de la maladie de Wilson sont localise´s dans certaines grandes villes telles que
Rennes, Lyon, Besanc¸on, Bordeaux et Marseille.
Malgre´ tout cela, le diagnostic n’est pas facile et bien souvent la maladie est mal
diagnostique´e ou diagnostique´e trop tardivement. La maladie de Wilson est tre`s mal
connue des me´decins et du public. Les patients touche´s par la maladie ont en moyenne les
premiers symptoˆmes cliniques vers 14-15 ans. La de´pression, le retard scolaire sont alors
souvent conside´re´s comme des troubles de l’adolescence. Les malades non diagnostique´s ne
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sont donc pas traite´s pour la maladie de Wilson. Il en re´sulte une he´patite active souvent
traite´e comme une he´patite virale. La maladie non traite´e entraˆıne une aggravation
he´patique suivie par une apparition des symptoˆmes neurologiques. A partir de la`, tout
se de´te´riore tre`s vite d’un point de vue neurologique : perte de la de´glutition, perte de
poids, tremblements parkinsoniens, paralysie faciale, proble`me d’e´locution. . .A ce stade
la`, quand le diagnostic est trop tardif et que l’he´patique est aigu¨e, la seule solution est la
greffe du foie [118]. Si le foie est trop touche´, elle ne re´ussit pas car le patient est souvent
trop faible.
Un des diagnostics les plus fiables est la pre´sence de l’anneau de Kayser Fleisher. Mais
pour le repe´rer, l’ophtalmologue doit eˆtre averti.
Notons aussi que le diagnostic est difficile car les diffe´rentes analyses sont souvent contra-
dictoires. Par exemple, le bilan cuprique peut eˆtre d’interpre´tation difficile. La biologie
mole´culaire ne permet d’affirmer le diagnostic que dans 80% des cas. Dans certains cas,
la biopsie montre un foie sain, puisque l’accumulation du cuivre dans celui-ci n’est pas
homoge`ne, et que l’on ne pre´le`ve qu’une partie du foie a` un endroit donne´. Dans ce cas les
malades ont des symptoˆmes neurologiques et un foie atteint sans pouvoir le de´celer par
bilan biologique ou biopsie. Le foie e´voluera donc vers une he´patite aigu¨e. Le seul recours
est la` aussi, une greffe de foie mais cette greffe n’est pas envisage´e sans l’assurance de
l’atteinte du foie (protocoles a` suivre pour recevoir un greffon). Notons aussi que 50% des
personnes greffe´es en France pour la maladie de Wilson, sont de´finitivement gue´ries [118].
Les Traitements [119] [116] :
Le traitement est pris a` vie et les patients sont e´troitement suivis. Malgre´ tout, il n’y a
pas de gue´rison juste une possible ame´lioration. Le premier traitement concerne le re´gime
alimentaire qui doit eˆtre pauvre en cuivre. Les aliments tels que le chocolat, les crus-
tace´s. . .sont alors interdits. Les autres traitements concernent des che´lateurs du cuivre ou
l’activation de la production de MT. Il est possible de ralentir la progression de la maladie
et de la stabiliser par ces che´lateurs. Ils interviennent majoritairement sur l’absorption du
cuivre au niveau intestinal. En France, les patients avec symptoˆmes de´clare´s sont traite´s
par la D-pe´nicillamine ou la trientine et les patients pre´-symptomatiques sont traite´s
avec de l’ace´tate de zinc. Le traitement est spe´cifique au patient. Par exemple, dans une
meˆme famille, un enfant peut eˆtre sous D-pe´nicillamine, un autre sous trientine et le petit
dernier, pre´-symptomatique, sous zinc.
• La D-pe´nicillamine ou c©Trolovol :
HO
O
NH2
SH
Figure 26 – Structure chimique de la D-Pen
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La D-pe´nicillamine (D-Pen) est utilise´e comme traitement de la maladie de Wilson
depuis 1956 [120]. Elle est de faible poids mole´culaire et comporte une fonction acide
carboxylique, une fonction thiol et une fonction amine (Fig 26). Elle che´late le cuivre
et forme un complexe qui est e´limine´ par voie urinaire [116]. La D-Pen est tre`s vite
absorbe´e [121] [122] [123] par l’intestin en formant un pont dissulfide avec la membrane des
ente´rocytes, suivi d’une pinocytose (type d’endocytose) [116]. Dans le plasma, la D-Pen
circule sous forme lie´e par des ponts dissulfure aux cyste´ines ou sous formes de dime`res.
Peu de D-Pen est sous forme libre. Elle est administre´e par voie orale chez le patient.
Pour un adulte, la prise est de 1.5 a` 1.8 g/jour en deux ou quatre prises [118]. Pris a` vie,
ce traitement est relativement efficace : 10 a` 50% de perte de symptoˆmes neurologiques
durant la phase initiale du traitement [124] [125]. Son efficacite´ se mesure par le taux de
cuivre e´limine´ dans les urines. Cependant, certains patients (20 a` 30%) ne le supportent
pas [116] [119]. De nombreux effets secondaires peuvent apparaˆıtre au cours du traitement
et la liste est relativement longue (Table 7). Dans certains cas, le traitement par la D-Pen
est arre´te´ et modifie´. La D-pe´nicillamnine a une affinite´ moyenne pour le cuivre(I) et le
cuivre(II), elle est peu se´lective du cuivre et peut donc che´later aussi le zinc. Une baisse
de la concentration en zinc peut donc eˆtre observe´e. Pour cette raison, du zinc est souvent
ajoute´ en comple´ment a` la D-Pen.
• Le triethyle`nete´tramine ou trientine :
H2N
N
H
H
N
NH2
Figure 27 – Structure chimique de la trientine
Le traitement par la trientine est apparu en 1969. La trientine est une polyamine de faible
poids mole´culaire. Elle che´late le cuivre(II) par ces 4 atomes d’azote et forme un complexe
stable de ge´ome´trie plan carre´. Le complexe est e´limine´ par voie re´nale. Elle diminue aussi
l’absorption intestinale du cuivre. La trientine est moins bien absorbe´e que la D-Pen par
voie intestinale [116]. Elle est aussi facilement me´tabolise´e sous forme ace´tyltrienne qui est
un moins bon che´lateur [116]. La prise posologique est la meˆme qu’avec la D-Pen. Le suivi
de l’efficacite´ du traitement se fait aussi par un dosage du cuivre dans les urines. Les effets
secondaires sont beaucoup moins importants qu’avec la D-Pen. Cependant en France, ce
traitement est essentiellement utilise´ lors d’intole´rance a` la D-pe´nicillamine. Les raisons
principales sont, son conditionnement au frais, son injection intra-veineuse et son achat
difficile en pharmacie hospitalie`re. De plus, la trientine est un che´lateur plus faible que la
D-Pen et la perte des symptoˆmes neurologiques est plus lente.
51
• Le zinc :
Le zinc a e´te´ utilise´ pour la premie`re fois dans les anne´es 60 en Hollande [126] [127]. Il est
donne´ sous forme de sels (ace´tate ou sulfate de zinc. . .). En France, il est pre´conise´ chez
les patients pre´-symptomatiques ou en comple´ment des che´lateurs. Le zinc agit sur deux
me´canismes : il interfe`re avec l’absorption intestinale du cuivre et il induit la production
de me´tallothione´ines. Celles-ci vont alors se´questrer pre´fe´rentiellement le cuivre libre et un
peu de zinc. La dose journalie`re administre´e au patient est de 45-250 mg/jour. Peu d’effets
secondaires sont re´pertorie´s, juste des proble`mes gastriques en de´but du traitement.
D-Pe´nicillamine Trientine Zinc
Allergies cutane´es Colites, des Duode´nites Troubles gastro-intestinaux
Anorexies, Nause´es Rares complications immunologiques Pancre´atite biologique
Proble`mes digestifs Ane´mies dues a` un de´ficit en cuivre
Diminution du gouˆt
Complications re´nales
Complications immunologiques
Complications he´matologiques
Complications cutane´es
(peau ride´e, e´lastique, fragile. . .)
Table 7 – Principaux effets secondaires des diffe´rents traitements actuels [119]
• Le te´trathiomolybdate (ou TTM) :
Le te´trathiomolybdate est pre´conise´ en traitement initial chez les patients pre´sentant
des symptoˆmes neurologiques, il ralentirait l’e´tat de gravite´ initiale. C’est un agent de
de´corporation puissant. Il agit tout d’abord sur l’absorption intestinale du cuivre et lie aussi
le cuivre dans le plasma. A faible dose il re´cupe`re le cuivre des me´tallothione´ines, a` forte
dose il forme un complexe de cuivre insoluble [128]. Le te´trathiomolybdate reste un traite-
ment expe´rimental mais est administre´ dans certains pays. Meˆme s’il a e´te´ valide´ en tant
que traitement potentiel (produit de´signe´ comme un me´dicament orphelin, NoOrphanet :
ORPHA137334) de la maladie de Wilson par l’agence Europe´enne des me´dicaments en
avril 2008 [129], il n’est pas encore commercialise´ en Europe. En France, ce traitement
n’est pas administre´ en raison de sa toxicite´ [116].
Mo
S S
S S
2-
Figure 28 – Structure chimique du te´trathiomolybdate
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Les traitements sont suivis a` vie car il n’y a pas de gue´rison possible. Meˆme pendant
une grossesse, le traitement ne doit pas eˆtre interrompu. Bien souvent, les malades qui
se portent mieux arreˆtent leur traitement, mais un arreˆt, meˆme momentane´, entraˆıne
imme´diatement une aggravation de la maladie qui peut eˆtre fulgurante. Une reprise du
traitement est souvent inefficace. Lorsque la maladie est stabilise´e apre`s plusieurs anne´es
de traitement par che´lateur, ce dernier peut eˆtre remplace´ par des sels de zinc mieux
tole´re´s. Notons aussi que certaines personnes re´sistent aux traitements.
En re´sume´, la maladie de Wilson est une maladie mal connue dont le diagnostic est
souvent tardif. Les traitements actuels sont des che´lateurs du cuivre peu se´lectifs de ce
dernier. Ils visent essentiellement a` diminuer l’absorption du cuivre au niveau intesti-
nal. Ils che´latent donc pre´fe´rentiellement le cuivre circulant au degre´ d’oxydation +II.
L’organe source du proble`me, le foie, n’est absolument pas vise´ par les che´lateurs. Le trai-
tement est inefficace si le diagnostic est re´alise´ trop tard et que le patient a une he´patite
aigu¨e avec troubles neurologiques se´ve`res. Actuellement, la seule solution dans ce cas-la`
est la greffe du foie.
Nous venons de voir que le cuivre intervient dans un grand nombre de mala-
dies ge´ne´tiques ou neurode´ge´ne´ratives. Le cuivre est un e´le´ment essentiel a` l’organisme
mais par son activite´ redox, a` forte concentration, il peut engendrer du stress oxydant.
Sa toxicite´ peut alors eˆtre diminue´e en utilisant des che´lateurs du cuivre tels que la
D-pe´nicillamine.
3 Thiols et ions me´talliques d10, une veille histoire
3.1 Che´lateurs et me´decine
L’utilisation d’agents che´latants en me´decine remonte aux anne´es 50 apre`s la se-
conde guerre mondiale avec l’utilisation du British Anti-Lewisite ou BAL, contre le pro-
duit chimique de guerre (2-chlorovinyldichloroarsenic) [130]. Notons que les premiers
 me´dicaments  a` base de complexes d’arsenic ont e´te´ de´veloppe´s, il y a une centaine
d’anne´es par Alfred Werner et Paul Ehrlich afin de soigner la Syphilis [131].
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Figure 29 – Structure chimique d’agents che´latants
3.1.1 Le British Anti-Lewisite ou BAL
Le BAL posse`de deux fonctions thiol (Fig 29), qui lui permettent de complexer forte-
ment l’arsenic (dans le cas du 2-chlorovinyldichloroarsenic). Il a e´te´ de´veloppe´ en 1939 a`
l’universite´ d’Oxford par Peters and coll. [132]. A l’e´poque, les chercheurs pensaient de´ja`
que l’arsenic re´agissait avec les thiols des prote´ines de l’organisme. Ils ont donc e´labore´ un
produit comportant des fonctions thiol. Des e´tudes re´alise´es entre l’arsenic et des prote´ines,
comportant deux cyste´ines, ont guide´ leur choix d’inse´rer deux thiolates dans la structure
du BAL. En effet, selon eux, le complexe forme´ avec deux thiols e´tait plus stable que celui
forme´ par un seul thiol [133]. C’est le principe meˆme de l’effet che´late. Le complexe forme´
est soluble et peut ainsi eˆtre e´limine´ par l’organisme. Il a ensuite e´te´ utilise´ comme pre-
mier traitement dans la maladie de Wilson en 1951 par le neurologue Denny-Brow [134].
Enfin, il a e´te´ pre´conise´ en cas d’intoxication lie´e au mercure et au plomb. Mais en rai-
son de sa toxicite´ (e´le´vation de la pression arte´rielle, tachycardie, nause´es, vomissements,
ce´phale´es, sensations de bruˆlures de la bouche, de la gorge, du pe´nis, salivation, lacry-
mation, rhinorrhe´e et douleurs diverses) [130], et de son utilisation difficile par injection
par voie musculaire, il a e´te´ remplace´ par d’autres che´lateurs tels que la D-pe´nicillamine
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et le DMSA. Notons que les injections en intraveineuse du BAL sont difficiles et doulou-
reuses, particulie`rement pour les enfants. Aujourd’hui il est encore utilise´ comme agent
anti-Lewisite et dans certaines cliniques en cas d’empoisonnement au mercure.
3.1.2 La D-pe´nicillamine
Comme nous l’avons vu dans la section pre´ce´dente, c’est en 1956 que Walshe et Coll.
relatent que, l’administration par voie orale de la D-pe´nicillamine, augmente l’excre´tion
urinaire du cuivre chez les patients atteints de la maladie de Wilson [120]. Dans les anne´es
60, Aposhian et Coll. [135] rapportent une e´tude comparative, re´alise´e sur des rats, entre
le BAL et la D-Pen lors d’une intoxication au mercure. Ils leur ont injecte´, par voie in-
tramusculaire, 3 mg/kg de mercure puis 20 mg/kg de BAL, 24 mg/kg de L/D-Pen ou 24
mg/kg de D-Pen. Avec le BAL, la mortalite´ e´tait de 0%, 73% avec le me´lange race´mique
de la pe´nicillamine et 33% avec l’isome`re  D  de la pe´nicillamine. La premie`re conclu-
sion a e´te´ que l’isome`re  D  e´tait plus actif que le race´mique, la deuxie`me que la D-Pen
e´tait tout de meˆme moins efficace que le BAL. Cependant l’utilisation de la D-Pen par
voie orale est plus facile vis-a`-vis des patients. Avec les meˆmes quantite´s de mercure et
96 mg/kg de D-Pen, par voie orale, la mortalite´ a e´te´ de 8%. En changeant la D-Pen par
un de´rive´, la N -acetyl-D,L-Pen, la motalite´ chutait a` 0% pour 123 mg/kg de produit ad-
ministre´. La conclusion de cette e´tude est que la N -acetyl-D,L-pe´nicillamine semble eˆtre
un traitement de choix pour soigner une intoxication au mercure par voie orale, surtout
que cette dernie`re est moins toxique que la D-Pen. Clarkson et coll. [136] montrent, eux
aussi, que la D-Pen et son de´rive´ la N -acetyl-D,L-pe´nicillamine re´duisent la concentration
de mercure dans le sang, ces e´tudes e´tant re´alise´es sur des personnes empoisonne´es par du
me´thyle mercure. Cependant, Karagol et coll. reportent une inefficacite´ de la D-Pen face
a` deux cas d’empoisonnement au mercure [137].
3.1.3 L’acide meso-2,3-dimercaptosuccinic ou DMSA
Aussi appele´  succimer , ce compose´ de´rive´ du BAL l’a vite remplace´ dans le traite-
ment des intoxications au plomb et au mercure (Fig 29). Il a e´te´ approuve´ comme agent
che´latant, non toxique, pour l’intoxication au plomb, par la  Food and Drug Administra-
tion  en 1991 [138]. Il est capable de diminuer la concentration de plomb dans le sang chez
l’homme. Sur un mode`le animal (le rat), il a la capacite´ de diminuer la quantite´ de mercure
situe´ dans le cerveau [139]. Notons que chez l’homme, le DMSA n’est pas capable d’aller
chercher le mercure contenu dans le cerveau, seulement celui contenu dans les tissus [138].
Graˆce a` un faible poids mole´culaire, le complexe forme´ avec le plomb ou le mercure est
e´limine´ par le rein [140]. Il a l’avantage de pouvoir eˆtre administre´ par voie orale mais son
absorption est incomple`te. Dans le sang, il se lie facilement aux prote´ines par des ponts
dissulfure. 90% du DMSA excre´te´ par les urines, est lie´ a` des cyste´ines. Ce dithiol a des
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effets secondaires moins violents que le BAL : rougeurs de peau, proble`mes gastriques et
e´tat grippal [140].
3.1.4 Le 2,3-dimercapto-1-propane ou DMPS
De´rive´ lui aussi du BAL, le DMPS est un produit soluble dans l’eau (Fig 29). Il a e´te´
introduit en 1956 par Petrunkin en Union Sovie´tique pour traiter les intoxications lie´es au
mercure [141] [142]. Il peut eˆtre administre´ par voie orale ou par intraveineuse [140]. Il a
e´te´ utilise´ en traitement de la maladie de Wilson [140], mais est surtout utilise´ en cas d’in-
toxication au mercure. Tout comme le DMSA, le complexe forme´ est e´limine´ par les reins.
Il est capable de de´toxifier le mercure contenu dans les tissus. Cependant, chez l’homme, il
n’atteint pas le mercure dans le cerveau et ne fait que re´duire l’entre´e du mercure par voie
intestinale [138]. Apre`s administration, un pic de mercure dans les urines est enregistre´ au
bout de 6 heures [143]. Il y a une re´duction globale de la toxicite´ du mercure, meˆme chez
une personne expose´e re´gulie`rement, car il augmente l’excre´tion urinaire du me´tal [144].
Le me´tabolisme et la pharmacocine´tique des deux compose´s, DMSA et DMPS, sont
tre`s bien connus notamment graˆce aux nombreux travaux re´alise´s par Aposhian et
Coll [143] [145] [146].
3.1.5 L’acide e´thyle`ne diamine te´tra ace´tique ou EDTA
L’EDTA n’a pas de fonction thiol (Fig 29) mais c’est un che´lateur de re´fe´rence dans
le domaine la chimie inorganique. Ce che´lateur est apparu juste apre`s le BAL. L’EDTA
est incapable de pe´ne´trer dans les cellules ; il est donc injecte´ par voie intraveineuse sous
forme CaNa2EDTA [147]. L’EDTA est pre´conise´ comme traitement en cas d’intoxication
par le plomb [145] [148]. Le processus prend entre 1 a` 3 heures. Le plomb est toxique pour
le cœur, l’intestin, les os, les reins, les syste`mes nerveux et reproductif. On l’a longtemps
employe´ dans les peintures ou dans les canalisations. Le complexe forme´ avec le plomb est
stable et relativement peu toxique, il est e´limine´ par les reins.
Che´lateurs Ions Me´talliques
CaNa2EDTA Pb
2+
BAL Hg2+, As3+
Meso-DMSA Pb2+, Hg2+
DMPS Hg2+, Cu2+/+
D-Pen Cu2+/+
Table 8 – Principales utilisations des che´lateurs [145]
L’utilisation de che´lateurs comme agents the´rapeutiques n’est pas nouvelle et le choix
des che´lateurs utilise´s respectent bien le the´orie de Pearson (thiol et me´taux mous).
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Comme nous l’avons vu dans la partie 2.2.3, les me´tallochaperonnes a` cuivre ont des
cyste´ines dans le site de liaison du me´tal. Dans le cas d’intoxication au mercure ou au
cadmium des prote´ines comportant le meˆme type de site de liaison sont produites pour la
de´toxication [38]. La chimie de coordination de ces diffe´rents me´taux avec des ligands com-
portant des thiols a donc suscite´ beaucoup de recherches, afin notamment de comprendre
les me´canismes d’action des me´taux avec ces diffe´rentes prote´ines, lors d’une intoxication.
3.2 Les complexes thiols-ions me´talliques d10
Dans le vivant, les prote´ines riches en cyste´ines ont un roˆle important a` la fois dans
l’home´ostasie de certains me´taux d10 (zinc, cuivre) mais aussi dans la de´toxication d’autres
me´taux (mercure, cadmium, plomb). Cette forte affinite´ entre les thiolates des cyste´ines et
ces cations me´talliques, ainsi que la ge´ome´trie des sites de fixation de ces ions au sein des
prote´ines inte´ressent les scientifiques depuis longtemps. De nombreuses e´tudes de spectro-
scopies ont e´te´ re´alise´es sur les prote´ines elles meˆmes ou sur des mode`les peptidiques ou
chimiques.
Dans cette partie, une vue d’ensemble des diffe´rentes caracte´ristiques et re´sultats ob-
tenus sur les complexes thiolates-ions me´talliques d10 sera pre´sente´e. La plupart des e´tudes
ont e´te´ faites en utilisant les techniques spectroscopiques telles que la spectroscopie UV-
visible, le dichro¨ısme circulaire, la luminescence, la spectroscopie EXAFS, la diffraction
des rayons X, la RMN 133Cd et 199Hg. Cette dernie`re technique est un outil tre`s utilise´
pour de´terminer la coordination du me´tal dans les sites de liaisons des prote´ines [149].
En effet, l’environnement de coordination du me´tal peut eˆtre obtenu par corre´lation entre
le de´placement chimique mesure´ et les tables de compose´s de structure connue [150]. Les
deux techniques sont tre`s utilise´es bien que la RMN du 133Cd soit moins sensible que celle
du 199Hg.
Notons que la chimie des complexes thiolate-ion me´tallique d10 suscite encore beau-
coup d’inte´reˆt actuellement, notamment dans le de´veloppement de ligands soufre´s comme
agents the´rapeutiques (a` base d’or contre les rhumatismes dus a` l’arthrite [151]. . .), de
nanoparticules [152] ou de ligands soufre´s dans la de´toxication de me´taux [153].
3.2.1 Me´tallothione´ines et mode`les structuraux
Etudes en solutions : Nous avons vu pre´ce´demment que les me´tallothione´ines e´taient
des prote´ines riches en cyste´ines qui avaient un roˆle dans l’home´ostasie du cuivre et du
zinc mais aussi dans la de´toxication du mercure et du cadmium. C’est par leurs fonctions
thiolates qu’elles complexent ces cations me´talliques sous forme de clusters. Nous avons
aussi vu que les clusters e´taient re´partis sur deux domaines distincts a` savoir le domaine α
et le domaine β. De plus, selon le type de cations (divalents ou monovalents), la ge´ome´trie
au sein du cluster n’est pas la meˆme. Ces prote´ines ont beaucoup e´te´ e´tudie´es en utilisant
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des me´thodes spectroscopies telles que l’UV-visible ou le dichro¨ısme circulaire qui ont
permis de caracte´riser l’existence de clusters MxSy [154].
La table ci-dessous rappelle les types de clusters existant selon le domaine de la prote´ine
et la ge´ome´trie du cation me´tallique au sein du cluster.
Stœchiome´trie Ge´ome´trie Domaine
Me´taux divalents clusters M3Cys9 Te´trae´drique situe´ dans le domaine β
clusters M4Cys11 Te´trae´drique situe´ dans le domaine α
Cuivre(I) clusters M6Cys11 Trigonale situe´ dans le domaine α
clusters M6Cys9 Trigonale situe´ dans le domaine β
Table 9 – Me´taux au sein des Me´tallothione´ines
Beaucoup de travaux ont e´te´ rapporte´s sur ces diffe´rents clusters notamment par Va-
sak et coll. Il est possible d’observer par UV-visible des bandes a` transfert de charge S−
→ M2+/+ qui correspondent a` un transfert d’e´lectrons des orbitales p du ligand aux or-
bitales s du cation me´tallique. Ces bandes a` transfert de charges du ligand vers le me´tal,
note´es LMCT, ont des e´nergies caracte´ristiques du me´tal implique´ [155]. Par des calculs
de de´convolution, et en s’appuyant sur le concept de Jorgensen [156], cette e´quipe montre
que plus la liaison me´tal-thiolate est forte, plus la bande LMCT se de´place vers les basses
e´nergies [157].
Les e´tudes par dichro¨ısme circulaire montrent que les spectres se modifient en fonction de
la ge´ome´trie du cation me´tallique au sein des clusters [157]. En effet, les signatures des
bandes LMCT pour le cluster Cd7-MT (ou` Cd(II) est tricoordine´) ne sont pas les meˆmes
que pour le cluster Cd3-MT (ou` Cd(II) est te´tracoordine´) [158]. Le spectre passe de deux
bandes a` une seule bande.
Ces travaux ont e´te´ re´alise´s sur les MT de type 1, 2 et 3. Les caracte´ristiques des clusters ob-
serve´es sur les MT-1,2 [159] sont les meˆmes que pour celles des MT-3. Ces dernie`res forment
avec les me´taux divalents des clusters du type MII4 -(MT-3) situe´s eux aussi sur le domaine
α de la prote´ine ou` le cation divalent acquiert une ge´ome´trie te´trae´drique [160] [161].
Types de clusters Bande LMCT S → MII , UV Bandes caracte´ristiques, CD
Zn7-MT 220 nm (-) 226 nm ; (+) 250 nm(LMCT)
Cd3-MT 243 nm (+) 220 nm ; (+) 240 nm(LMCT)
 = 5300 M−1 cm−1 par Cys
Cd7-MT 256 nm (+) 224 nm ; (+) 259 nm(LMCT), (-) 240 nm(LMCT)
Hg7-MT 300 nm LMCT :(+) 261 nm (-), 283 nm, (+) 300 nm
Table 10 – Ensemble des donne´es CD et UV-visible concernant les MT et les cations
divalents
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Enfin, les re´sultats obtenus avec le cuivre, par cette meˆme e´quipe, mettent en e´vidence
la formation de clusters Cu8-MT et Cu12-MT pour les trois types de MT. Les signatures
UV-visible et CD mettent en e´vidence des bandes de haute e´nergie correspondant a` la
bande a` transfert de charge S− → Cu+ et des bandes de basse e´nergie correspondant, a` une
interaction Cu-Cu d’un syste`me polynucle´aire [159]. Les re´sultats obtenus par luminescence
a` 77 K mettent aussi en e´vidence une signature diffe´rente selon le cluster de cuivre(I). Pour
la meˆme longueur d’onde d’excitation (λex), a` basse tempe´rature, le spectre d’e´mission est
diffe´rent [159] : le cluster Cu6(Cu12-MT) pre´sente une seule bande a` 610 nm contrairement
au cluster Cu4 (Cu8-MT) qui posse`de deux bandes a` 425 et 610 nm. Cela s’explique par
la distance entre les cuivres au sein du cluster qui est plus importante dans Cu6 [162]. En
effet, la barrie`re e´nerge´tique des orbitales  d-s 0.5mm) du cluster Cu4 est plus haute que
celle des orbitales  p  dans le cluster Cu6. La bande a` 425 nm est donc caracte´ristique
d’une distance Cu-Cu courte [159]. Notons pour finir que dans les deux types de prote´ines
(MT et GIF), le cluster de type Cu4-MT est plus stable a` l’air que le cluster Cu6 [163] [164].
La bande autour de 600 nm observe´e en luminescence pour les clusters de cuivre(I)-MT
a aussi e´te´ mise en e´vidence par Winge et coll. [165] lors d’une e´tude mene´e sur ACE1
(Type MT) et le cuivre(I). Les mesures faites a` tempe´rature ambiante, pour un λex = 310
nm, donnent un λem = 580 nm. Winge et coll. soulignent que le cluster est quand meˆme
sensible aux interactions avec le solvant et a` l’oxyge`ne qui e´teint (quench) la luminescence.
Bande LMCT UV Bande LMCT CD luminescence λem T = 77K
MT 262 nm ; (+)260 nm (-)283 nm, Cu6 λem = 610 nm
type 1 et 2  = 5 000 M−1 cm−1 par Cu lie´ (+)308 nm (-)325 nm (+)357 nm Cu4 λem = 610 nm et 425 nm
295 nm
MT 260 nm ; (+)260 nm (-)285 nm Cu6 λem = 600 nm
type 3  = 5 500 M−1 cm−1 par Cu lie´ (+)305 nm (-)323 nm (+)358 nm Cu4 λem = 600 nm
300 nm, 375 nm et 420 nm
Table 11 – Caracte´ristiques spectroscopiques pour Cu-(MT-1,2) et Cu-(MT-
3) [159] [163] [164]
Enfin, les travaux mene´s par Stillman et coll. portent surtout sur le de´placement
du zinc(II), au sein du cluster Zn7-MT, par un autre cation me´tallique. Les re´sultats
montrent clairement le de´placement de l’ion zinc(II) d’un des deux domaines avec
formation d’espe`ces bime´talliques, puis de´placement du zinc(II) du second domaine. Les
bandes UV et CD caracte´ristiques du Zn7-MT disparaissent et laissent la place aux bandes
M7-MT [166]. Enfin, d’autres e´tudes sur apoMT (MT sans me´tal), Zn7-MT et Hg(II) par
cette meˆme e´quipe, mettent en e´vidence le de´placement total du zinc par le mercure. En
exce`s de ce dernier (Hg2+ = 11), l’environnement de celui-ci, au sein des MT, passe de
tetrae´drique a` trigonal [167].
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Syste`me initial Mercure ajoute´ Espe`ces forme´es Bandes CD caracte´ristiques
Apo-MT2 7 Hg2+ Hg7-MT 261(+), 283(-), 303(+)
Apo-αMT2 4 Hg2+ Hg4-MT 261(+), 283(-),
(+)300, (-)319
Zn7-MT2 7 Hg
2+ Hg7-MT 262(+), 282(-), 297(+)
Zn7-MT2 11 Hg
2+ Hg11-MT 300(+)
Zn4-MT2 4 Hg
2+ Hg4-MT 260(+), 282(-),
(+)300, (-)320
Table 12 – De´placement du zinc par Hg(II)) [167]
Nous retiendrons que ces prote´ines forment des clusters ou` les cations me´talliques
divalents ont un environnement te´trae´drique et des clusters ou` les cations me´talliques
monovalents ont un environnement trigonal. Tous ces syste`mes ont des signatures, en
spectroscopies UV-visible et CD, caracte´ristiques.
Cristallisation de syste`mes CuxSy : La de´termination de structure des complexes
 soufre-Cu(I)  a e´norme´ment aide´ a` comprendre et a` e´lucider l’environnement possible
de ce cation me´tallique au sein des sites de fixation des me´tallothione´ines. Parmi ces
complexes, beaucoup de clusters de cuivre(I) et quelques syste`mes mononucle´aires ont e´te´
de´crits.
• Les clusters de cuivre(I)
L’inte´reˆt pour ce type de syste`mes vient directement du roˆle de ces clusters de cuivre au
sein des prote´ines riches en cyste´ines. Des clusters de type Cu4S8, Cu5S7, Cu5S6 et Cu8S12
ont e´te´ caracte´rise´s.
La plupart des syste`mes de´crits met en e´vidence une ge´ome´trie trigonale du cuivre(I)
au sein du cluster. La longueur des distances Cu-Cu est importante car elle influence les
interactions entre les atomes de cuivre. Ces interactions peuvent stabiliser ou de´stabiliser
le syste`me et cre´er alors des distorsions dans la ge´ome´trie globale du cluster.
En 1977, Coucouvanis et coll. de´crivent la structure d’un cluster de cuivre(I) de corps
Cu8S12 [168]. La structure de deux compose´s: [Cu8(DED)6]
4− et [Cu8(DTS)6]
4− (ou` DED
= dicarboethoxy-2,2-ethylenedithiolate, DTS = Dithiosquarate), a donc e´te´ re´alise´e. Il
semble ici que le syste`me a` huit cuivres soit stabilise´ par les interactions cuivre-cuivre.
Au sein du syste`me [Cu8(DTS)6]
4−, chaque atome de cuivre est coordine´ par trois atomes
de soufre permettant d’avoir une ge´ome´trie trigonale pour le cuivre (Figure 30). Le corps
cuivre du syste`me adopte une ge´ome´trie cubique. La distance Cu-Cu est, en moyenne, de
2.84 A˚, ce qui indique une interaction possible entre les atomes de cuivre. De plus, bien
que les distances Cu-Cu au sein du corps Cu8 aient un effet favorable sur les interactions
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Cu-Cu, une le´ge`re distorsion du syste`me est quand meˆme a` noter.
Figure 30 – Structure cristallographique de Cu8S12 (en bleu atome de cuivre, en rouge
atome de soufre) [168]
Cette meˆme e´quipe a aussi synthe´tise´ et caracte´rise´ un cluster de type Cu4S6 [169].
Au sein du complexe [Cu4(SPh)6](Ph4P)2, la ge´ome´trie d’un atome de cuivre est trigonale
de´forme´e tendant vers un plan (Fig 31). La distance Cu-Cu est de 2.69 a` 2.77 A˚ ce qui
est le´ge`rement supe´rieur a` celle d’une ge´ome´trie trigonale ide´ale (2.64 A˚). Dans le syste`me
[Cu4(SPh)6](Ph4P)2, il y a donc une distortion due a` une expansion du te´trae`dre forme´
par les cuivres. Cela indique une re´pulsion entre les atomes de cuivre au sein du syste`me.
Figure 31 – Structure cristallographique de Cu4S6 [169]
• Les complexes mononucle´aires de cuivre(I)
L’inte´reˆt pour les complexes mononucle´aires est arrive´ apre`s la de´couverte de la boucle de
liaison MXCXXC chez les me´tallochaperonnes.
Coucouvanis et coll. [169] ont de´crit la synthe`se et la structure RX d’un des premiers
complexes mononucle´aires de type CuS3. Dans le complexe [Cu(SPh)3]
2−(Ph4P)2, l’atome
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de cuivre(I) est tricoordine´ (Fig 32). Cependant la ge´ome´trie n’est pas ide´ale, deux des
liaisons Cu-S sont quasiment e´gales (2.27 A˚) et plus courtes que la troisie`me. L’angle S-
Cu-S, entre ces deux liaisons plus courtes, est par contre plus grand que les deux autres
(135.4◦ contre 113◦ et 109◦). Pour finir, ce compose´ a tendance a` se de´coordiner et former
un complexe bicoordine´, line´aire a` basse tempe´rature. Cette de´coordination pourrait s’ex-
pliquer par une interaction de (Ph4P)
+ avec les cycles aromatiques.
Garner et coll. [170] ont donc de´crit la meˆme structure en utilisant un autre contre-ion
: [NEt4]
+. La ge´ome´trie trigonale du cuivre, au sein du syste`me, est plus favorise´e par
ce contre-ion. Tous les angles S-Cu-S sont quasiment e´gaux (120◦). La distance Cu-S est
aussi plus courte et en accord avec d’autres types de Cu3S (≈ 2.25 A˚). Les e´tudes par
spectroscopie IR et Raman montre une ge´ome´trie D3h (Fig 32).
Figure 32 – Structure cristallographique de CuS3 : avec le contre ion (Ph4P)2 (a`
gauche) [169], avec le contre ion [NEt4]
+ [170](a` droite)
Enfin, Fujisawa et coll. [171] ont synthe´tise´ et caracte´rise´ un complexe mononucle´aire de
cuivre(I) coordine´ par des ligands thiolates aliphatiques tre`s encombre´s: [NEt4][Cu(SAd)2]
(avec AdS− : anion thiolate d’adamantane). L’utilisation de ce type de ligands tre`s en-
combre´s est ne´cessaire pour stabiliser un syste`me CuS2. La caracte´risation par diffraction
des Rayons X, montre une ge´ome´trie line´aire du cuivre avec une distance Cu-S de 2.15 A˚
(Fig 33). Cette distance est plus courte que dans un complexe tri-coordine´. Le complexe
pre´sente aussi une ge´ome´trie de type C2.
Figure 33 – Structure cristallographique de CuS2 [171]
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Ainsi, la cristallisation de clusters et de complexes mononucle´aires ou` le cuivre adopte
une ge´ome´trie trigonale est relativement bien de´crite. Dans les clusters, la distance Cu-
Cu permet ou non des interactions Cu-Cu au sein du syste`me et donc une stabilisa-
tion ou d’e´ventuelles distorsions. La cristallisation de syste`me ou` le cuivre adopte une
ge´ome´trie line´aire ne´cessite l’utilisation de ligands tre`s encombre´s. Rappelons qu’au sein
des me´tallothione´ines, le cuivre(I) adopte majoritairement une ge´ome´trie trigonale.
3.2.2 Prote´ines  a` doigt de Zinc 
10% des prote´ines du prote´ome humain sont des prote´ines a` zinc et 8% posse`dent un
site dit a`  doigt de zinc  de type Zn(Cys)4−x(His)x avec x=0-2. Le zinc posse`de au sein
de ces syste`mes une ge´ome´trie te´trae´drique. Ces sites sont pre´sents dans de tre`s nombreux
facteurs de transcription qu’ils structurent pour permettre leur interaction avec l’ADN. Ils
existent aussi dans de nombreuses enzymes, ou` ils jouent souvent un roˆle structural ou un
roˆle fonctionnel lorsqu’ils constituent le site actif d’hydrolases et de deshydroge´nases.
Implication des centres actifs de type zinc comme sites senseurs de H2O2 :
Il a e´te´ montre´ que, pour des prote´ines dont l’activite´ est re´gule´e par H2O2 (RsrA,
Hsp33 [172] [173]), le roˆle de ces sites a`  doigt de zinc  est non ne´gligeable. En effet, H2O2
agit sur les sites en oxydant les cyste´ines, ce qui libe`re le zinc et active la prote´ine [174].
La de´tection de H2O2 par des prote´ines posse´dant une paire de cyste´ines libres est bien
connue [175]. Par contre peu de donne´es sont rapporte´es concernant la re´activite´ de ces
cyste´ines face a` H2O2 si elles sont lie´es a` un ion Zn
2+. L’e´tude de cette re´activite´ pourrait
permettre de comprendre comment ces sites Zn(Cys)x(His)y, conside´re´s jusqu’ici comme
tre`s robustes, peuvent servir a` de´tecter H2O2 pour initier les me´canismes de de´fense cel-
lulaires contre le stress oxydant. Ces sites de type  doigt de zinc  apparaissent donc
comme des cibles potentielles de stress oxydant et de stress me´tallique.
Se´ne`que et coll. ont e´labore´ des peptides incorporant le motif Zn(Cys)x(His)y pour
mimer ces sites senseurs de H2O2 afin d’e´tudier la re´activite´ de ces mode`les avec des oxy-
dants biologiques. Des e´tudes de spectroscopie UV-visible ont e´te´ re´alise´es sur trois types
de peptides, pre´sentant un site de type ZnCys4 (Fig 34). Ils observent une bande LMCT
S− → Zn2+ a` 210 nm, en moyenne, et un coefficient d’extinction d’environ 21 000 M−1
cm−1 en moyenne. Ces valeurs sont en accord avec celles obtenues pour les clusters ZnCys4
des MT. Les donne´es sont rapporte´es Table 13 [176].
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Figure 34 – Structure cristallographique du site Zn(Cys)4 de Thermotoga maritima Hsp33
et repre´sentation sche´matique du site (en haut) [177]. Mode`les peptidiques propose´s par
Se´ne`que et coll. (en bas) [176]
Mode`les Peptidiques UV bande LMCT Epsilon M−1 cm−1
ZnL1 213 nm 19 600
ZnL2 204 nm 23 700
ZnL3 211 nm 20 600
Table 13 – Re´sultats obtenus sur des mimes de  doigt de Zinc  [176]
L’activite´ de ces mode`les vis a` vis de H2O2 a e´te´ mesure´e sur les trois peptides. Il
en ressort que le motif le plus proche (ZnL2) du site actif de Hsp33 s’oxyde a` la meˆme
vitesse. Les deux autres peptides s’oxydent plus vite. Ces mode`les mettent en e´vidence
qu’un changement, meˆme mineur, dans la structure du site peut influencer la re´activite´
avec H2O2.
Roˆles de ces prote´ines lors d’une intoxication au plomb : Le plomb est un e´le´ment
toxique pour l’organisme. L’affinite´ du plomb pour les prote´ines riches en cyste´ines et de
centre actif zinc, est maintenant ave´re´e [178]. Il semble donc que le plomb prenne la place
du zinc, au sein de ces prote´ines, et acquiert une ge´ome´trie diffe´rente. Des mesures EXAFS
[179] mettent en e´vidence la formation de complexes de type PbS3 ou` le plomb adopte une
ge´ome´trie trigonale.
Les travaux re´alise´s, par Godwin et coll., mettent en e´vidence la formation d’espe`ces de
type PbS3 au sein de prote´ines riches en soufre tels que GATA (facteur de transcription),
ALAD (enzyme a` zinc intervenant dans la biosynthe`se des he`mes) ou HIV nucle´ocapside.
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Les re´sultats obtenus (EXAFS, Spectroscopies UV-visible) mettent en avant la pre´fe´rence
du plomb, pour une ge´ome´trie trigonale dans les prote´ines soufre´es et donc une coordination
de type PbS3 ou de type PbS5−8 [180] [181]. Dans ce cas la`, le plomb e´viterait donc
un environnement a` quatre voisins. De plus, le plomb se lie aux soufres avec une plus
forte affinite´ que le zinc [178]. Les cyste´ines intervenant dans la complexation doivent eˆtre
relativement e´loigne´es l’une de l’autre, afin de stabiliser le syste`me. Le plomb est donc
complexe´ par trois cyste´ines sur quatre au sein de ces prote´ines soufre´es. Les donne´es
spectroscopiques obtenues par mesures UV sont re´pertorie´es Table 14. Elles correspondent
a` des transferts de charges des orbitales 3p(Cys) → 6p(Pb) et a` des transitions intra
atomique 6s2(Pb) → 6sp(Pb) [182].
λ des Bandes LMCT  M−1 cm−1
255 nm 16 000
325-330 nm 4000
Table 14 – Caracte´ristiques UV de syste`me de type PbS3 [181]
Prote´ines de type Fer-Soufre, mode`le de site a`  doigt de zinc  La Rubre´doxine
est une prote´ine de la famille des ferre´doxines qui a un site actif de type fer-soufre (FeS4)
ou` le fer pre´sente une ge´ome´trie te´trae´drique. Ce type de prote´ine peut donc servir de
mode`le pour les prote´ines a`  doigt de zinc  ou` le zinc pre´sente lui aussi une ge´ome´trie
te´trae´drique. Comme le zinc(II) n’est pas un ion me´tallique facile a` e´tudier d’un point de
vue spectroscopique (on parle de spectroscopie silencieuse), il est souvent remplace´ par
d’autres cations me´talliques pre´sentant les meˆmes proprie´te´s de complexation et de coor-
dination a` savoir le cadmium(II) ou le cobalt(II).
Le site de la rubre´doxine a donc e´te´ analyse´ en pre´sence de cadmium(II) afin d’e´tudier le
centre de type [Cd(Cys(S)4]
2−. Par RMN du 133Cd, spectroscopie UV-visible et dichro¨ısme
circulaire, Vasak et coll. mettent en e´vidence une ge´ome´trie te´trae´drique du cadmium(II)
au sein du site [183]. En effet, les donne´es spectroscopiques sont comparables a` celles obte-
nues avec les me´tallothione´ines a` savoir une bande LMCT en UV vers 245 nm avec  = 26
000 M−1 cm−1 (soit 6500M−1 cm−1 par cyste´ine) et une bande LMCT en CD, qui co¨ıncide
a` celle de l’UV, vers 235 nm. Le de´placement RMN du 133Cd de ce syste`me CdS4 est de
723.6 ppm.
Le site de la rubre´doxine a aussi e´te´ e´tudie´ en pre´sence de mercure(II): [Hg(Cys(S)4]
2−.
Les re´sultats obtenus par Vasak et coll. mettent la` aussi en e´vidence une ge´ome´trie
te´trae´drique de l’ion me´tallique Hg(II) au sein du site (Table 15). En effet, ces valeurs
sont comparables a` celles obtenues pour les me´tallothione´ines ou` le mercure posse`de un
environnement te´trae´drique.
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Syste`me UV, bande LMCT CD bandes caracte´ristiques
Hg-Rd 284 nm,  = 20 000 M−1 cm−1 (+)287, (-)258,(-)230
257 nm,  = 12 000 M−1 cm−1
230 nm,  = 22 000 M−1 cm−1
(Hg-MT)a 282 nm,  = 17 000 M−1 cm−1 (+)280, (-)247
251 nm,  = 17 000 M−1 cm−1
(Hg-SR2)
b 232 nm,  = 4000 M−1 cm−1
Table 15 – Caracte´ristiques Hg-Rd [184],a : [167], b : [185]
L’inte´reˆt du mercure et de son environnement au sein des prote´ines riches en soufre ne
s’arreˆte pas au syste`me HgS4. En effet, le mercure adopte pre´fe´rentiellement une ge´ome´trie
line´aire de type HgS2. Or, dans certaines prote´ines une autre ge´ome´trie, trigonale de type
HgS3 a pu eˆtre observe´e comme pour le cuivre(I) au sein des MT.
3.2.3 Les mode`les de prote´ine MerR, site HgS3
La biochimie du mercure est base´e sur sa capacite´ a` se lier fortement aux prote´ines
riches en soufre. Sa forte toxicite´ est donc directement lie´e a` sa forte affinite´ pour ces
prote´ines, d’autant plus que la liaison Hg-thiolate est thermodynamiquement tre`s stable.
Le vivant a donc e´labore´ un moyen, base´ sur l’affinite´ mercure/soufre, en re´ponse a` une
intoxication e´ventuelle. Il va complexer, se´questrer, le mercure par des prote´ines riches
en cyste´ines. Par exemple, la re´sistance bacte´rienne envers le mercure est controˆle´e par
la prote´ine MerR. La prote´ine MerR est une prote´ine me´tallore´gulatrice qui intervient
en re´ponse a` une intoxication au mercure. Cette prote´ine MerR a fait l’objet d’un grand
nombre d’e´tudes afin de comprendre la ge´ome´trie du mercure au sein du site actif de cette
prote´ine.
• Les travaux de O’Halloran et coll., sur des mode`les de MerR ont permis de mettre en
e´vidence un environnement trigonal du mercure au sein de cette prote´ine [186]. Les e´tudes
de spectroscopie UV-Visible [186] montrent clairement l’apparition de bandes a` transfert
de charge qui n’existent pas dans les sites de type HgS4 (un environnement te´trae´drique
du mercure). La comparaison des re´sultats obtenus par RMN du 199Hg [187] avec des
de´placements chimiques de mode`les de mercure-thiolate posse´dant une ge´ome´trie trigonale
connue, confirme un environnement trigonal du mercure(II) (Table 16).
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Complexes de mercure UV, bande LMCT δ ppm, RMN du 199Hg
[Et4N][Hg(SBu
t)3] 235 nm,  = 24 000 M
−1 cm−1
260 nm,  = 17 000 M−1 cm−1
Hg(SEt)2 228 nm, = 4700 M
−1 cm−1 - 985 ppm
282 nm,  = 740 M−1 cm−1
Hg(SPri)2 228 nm,  = 3400 M
−1 cm−1 - 816 ppm
262 nm,  = 650 M−1 cm−1
Hg-MerR 240 nm,  = 16 620 M−1 cm−1 -106/-109 ppm
260 nm,  = 11 150 M−1 cm−1
290 nm,  = 4120 M−1 cm−1
Table 16 – Syste`me de mercure HgS2 et HgS3 [186]
• Pecoraro et coll. ont mis au point des syste`mes peptidiques capables de favoriser
en solution aqueuse le mode de coordination trigonale du mercure connu pour la prote´ine
MerR. Pour cela, ils utilisent un peptide appele´ TRI de se´quence G(LKALEEK)4G qui
forment des he´lices α qui s’enroulent entre elles en triple he´lice (helical coiled coil pep-
tides (Fig 35). Dans cette se´quence, une leucine a e´te´ remplace´e par une cyste´ine ou une
pe´nicillamine en position 9, 12 ou 16 afin d’obtenir des triples he´lices contenant trois don-
neurs soufre´s pour coordonner le mercure [188].
Figure 35 – Repre´sentation de l’enroulement des he´lices des trois peptides TRIL16X ou`
la L-pe´nicillamine a substitue´ la leucine en position 16 [189]
Les mesures RMN du 199Hg et de spectroscopie montrent que ces triples he´lices pepti-
diques, encapsulent le mercure et le cadmium dans une ge´ome´trie trigonale. Notons que la
stabilite´ de cette triple he´lice favorise cette ge´ome´trie. Les bandes LMCT S− → M2+ sont
caracte´ristiques de cette ge´ome´trie. En effet, la bande LMCT a` 247 nm est particulie`re au
syste`me HgS3 et la bande LMCT a` 235 nm est spe´cifique au syste`me CdS3. Cependant, des
e´tudes par dosage pH-me´trique mettent en e´vidence la formation, a` bas pH, du complexe
de mercure bicoordine´ HgS2. Ce complexe tend vers la forme tricoordine´e a` haut pH. La
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formation du complexe HgS3 de´pend donc du pKa de la troisie`me fonction thiol. Plus ce
pKa est bas, plus le complexe HgS3 est favorise´ [190] [191]. L’e´quilibre, de ces deux formes,
s’e´crit selon l’e´quation 9. Il a e´te´ montre´ re´cemment que la de´protonation de la troisie`me
cyste´ine pour former le complexe HgS3 avait lieu dans la triple he´lice pre´forme´e (HgS2SH)
comme repre´sente´e sur la Figure 36 [192]. La pre´sence de cette troisie`me cyste´ine libre
pre`s du mercure influence la valeur du de´placement chimique du syste`me HgS2 en RMN
du 199Hg (-908 ppm au lieu de -844 ppm) [192].
HgII(RS)2 +RSH 
 Hg
II(RS)−3 +H
+ (9)
Le cadmium, quant a` lui, forme essentiellement le complexe tricoordine´ selon l’e´quation 10
CdII + (RS)3−3 → Cd
II(RS)−3 (10)
Figure 36 – Repre´sentation de la coordination du mercure par la famille TRI [192]
Les donne´es spectroscopiques obtenues avec les diffe´rents peptides TRI sont
re´pertorie´es dans la table 17. Ces donne´es nous servirons de re´fe´rence pour caracte´riser
un syste`me HgS3 de ge´ome´trie trigonale par rapport a` un syste`me HgS4 ou HgS2.
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Complexes UV, Bande LMCT et Bande CD δ ppm, RMN199Hg
 en M−1 cm−1
Hg-(TRIL16C)2
− 240 nm,  = 2700 -834
Hg-(TRIL16C)3
− 247 nm,  = 19 200 248 (+), 268(+), 300(-) -179, pH = 8.0
265 nm,  = 11 900
295 nm,  = 5800
Hg-(TRIL12C)3
− 230 nm, = 21 300
247 nm,  = 15 000
297 nm,  = 5500
Hg-MerRa 240 nm,  = 16 620 -106/-109 ppm
260 nm,  = 11 150
290 nm,  = 4120
Ref,(CdS3
−) 190-260 nm, 570-660
 = 15 000 a` 26 000
Cd(TRIL16C)3
− 232 nm,  = 22 600 (+) 238, (-) 274 625
Cd(TRIL12C)3
− 231 nm,  = 20 600 (+) 239, (-) 260 619
Table 17 – Complexes TRIL16C et TRIL12C avec les me´taux Cd et Hg [192] [193], a : [186]
L’environnement trigonal du mercure et du cadmium n’est pas tre`s commun, mais pas
impossible a` obtenir. En effet, la de´termination par diffraction de rayons X de structures
de type HgS3 ou CdS3 a e´te´ re´alise´e pour des compose´s comportant des thiolates alipha-
tiques.
• Rodolfo et coll. [194] ont e´labore´ des complexes mononucle´aires de mercure et de
cadmium de ge´ome´trie trigonale. Les complexes [Ph4P][Cd(S-2,4,6-i-Pr3C6H2)3] et [(n-
Bu)4N][Cd(S-2,4,6-i-Pr3C6H2)3] pre´sentent un atome de cadmium de ge´ome´trie trigonale
(Fig 37). Le premier syste`me a une syme´trie de type C3h ou` chaque angle S-Cd-S vaut
120◦. Le changement de contre ion, dans le deuxie`me syste`me, entraˆıne une distortion de
la syme´trie de 120◦. Les angles S-Cd-S de´vient de la valeur de 120◦.
Les complexes [(n-Pr)4N][Hg(S-2,4,6-i-Pr3C6H2)3] et [Ph4P][Hg(S-2,4,6-i-Pr3C6H2)3] mo-
nonucle´aires ou` le mercure posse`de un environnement trigonal, pre´sentent une ge´ome´trie
de type Y (Fig 37). Les angles S-Hg-S sont diffe´rents et ont subi une distortion. Les dis-
tances Hg-S montrent, elles aussi, une distortion.
Cette e´tude souligne que la distance M-S est un bon indicateur du nombre de coordina-
tions. En moyenne, les distances Cd-S et Hg-S des syste`mes [Cd(SR)3] et [Hg(SR)3] sont
tre`s proches. Dans les syste`mes [M(SR)4], les distances Hg-S et Cd-S sont, elles aussi,
similaires.
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Figure 37 – Structure cristallographique de CdS3 (a` gauche) et HgS3 (a` droite) avec le
sel P4Ph [194]
3.2.4 Cas de la prote´ine APP
La prote´ine APP est la prote´ine pre´curseur du peptide amylo¨ıde Aβ. Bien que la
fonction de cette prote´ine reste peu connue, APP peut interagir avec les me´taux et donc
e´ventuellement avoir un roˆle de me´tallochaperonne [195] [196]. Bush et coll. ont montre´
qu’elle e´tait capable de lier l’ion me´tallique zinc(II) avec une affinite´ relativement forte et
c’est par ces deux cyste´ines en position 186 et 187 qu’elle le fixe [197]. Il en est de meˆme
de prote´ines homologues APLP1 et 2 ou` des cyste´ines fixeraient le zinc dans le domaine de
liaison du cation me´tallique. Toutes ces donne´es semblent indiquer un roˆle du zinc dans le
me´tabolisme de APP.
• Afin d’e´tudier la nature de la liaison entre le cation me´tallique Zn(II) et la prote´ine
APP, Faller et coll. ont synthe´tise´ un peptide comportant 19 acides amine´s et correspon-
dant a` la se´quence de APP des acides amine´s 170 a` 188. Cette se´quence comporte deux
cyste´ines en position 186 et 187 et une en position 174 [198]. Ce peptide a e´te´ e´tudie´ en
pre´sence notamment de zinc(II) et cadmium(II) afin d’analyser son comportement. Les
caracte´ristiques spectroscopiques re´pertorie´es table 18 sont en accord avec celles obtenues
pour les clusters MIICys4 des MT. Ceci met en e´vidence un environnement te´trae´drique
des ions me´talliques.
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Me´taux divalents UV bande LMCT CD bandes caracte´ristiques
ZnII 220 nm,
 = 20 000 M−1 cm−1
avec 6000 M−1 cm−1 par Cys
CdII 250 nm, Deux bandes :
 = 16 000 M−1 cm−1 (-) 222 nm et 264 nm
avec 5500 M−1 cm−1 par Cys
Table 18 – Re´sultats obtenus APP-MII [198]
Les travaux indiquent donc que la liaison de me´taux divalents, tels que le zinc ou
le cadmium, induisent la dime´risation du peptide. Le dime`re obtenu contient un cluster
dinucle´aire ou` les deux me´taux divalents sont ponte´s par deux fonctions thiolates des
cyste´ines (Fig 38).
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Figure 38 – Repre´sentation du dime`re entre APP et les cations me´talliques divalents [198]
3.2.5 Mode`les de me´tallochaperonnes
Comme nous l’avons vu section 1.2.2, les me´tallochaperonnes sont des transporteurs
du cuivre(I) au sein des cellules. Elles fixent le cuivre par les fonctions thiols des cyste´ines
contenues dans la boucle de liaison du me´tal (MXCXXC). Nous avons aussi vu que les
me´taux tels que le mercure, le cadmium et le plomb ont une affinite´ pour ce type de
prote´ines riches en cyste´ines. L’e´laboration de mode`les de me´tallochaperonnes a donc un
inte´reˆt dans la de´corporation et la de´pollution (des sols, de l’eau. . .) de ces me´taux, mais
aussi un inte´reˆt potentiel dans la conception de senseurs biologiques du zinc(II) ou du
cuivre(I). Cependant peu de mode`les sont rapporte´s dans la litte´rature.
Transporteur contenant la se´quence MXCXXC : La prote´ine MerP intervient dans
le me´canisme de de´toxication du mercure(II) dans les bacte´ries. En effet, MerP, prote´ine
pe´riplasmique, joue un roˆle dans la prise en charge et l’internalisation du me´tal au travers
de la membrane interne de la bacte´rie. A l’image de la prote´ine Atx1 (analogue de Atox1
chez la levure), la prote´ine MerP posse`de une se´quence consensus MxCxxC au niveau de
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son site de liaison me´tallique.
Les travaux d’Opella et Steele [199], sur la prote´ine MerP, montrent une ge´ome´trie
line´aire du mercure au sein de la prote´ine. En effet, le de´placement chimique obtenu par
RMN du mercure est de -816 ppm valeur en accord avec les syste`mes bicoordonne´s ca-
racte´rise´s par O’Halloran et coll [186].
D’autres travaux, par RMN du 199Hg, re´alise´s par la meˆme e´quipe sur un mime de la
boucle MXCXXC (peptide de se´quence GMTCAAC [200]) mettent aussi en e´vidence la
formation d’une espe`ce bicoordine´e line´aire (δ ≈ -800 ppm). Il n’y a pas d’observation de
dime´risation du syste`me pour les cations Cd(II) et Zn(II) qui pre´fe`rent un environnement
te´tracoordine´.
Enfin, d’autres e´tudes ont e´te´ mene´es sur des mode`les peptidiques de 10 acides amine´s
propose´s par Delangle et coll. Ces peptides miment la boucle de liaison du me´tal MXCXXC
des me´tallochaperonnes (Fig 39). La position et le choix de l’arginine (acide amine´ charge´),
permet de mimer le roˆle de la Lys65 dans la boucle de liaison et de solubiliser le syste`me. Par
des e´tudes spectroscopiques, ces auteurs montrent que les peptides, cycliques ou line´aires,
sont capables de complexer les me´taux d10 sous forme de complexes monome´talliques.
Figure 39 – Structure des mode`les peptidiques, en haut : PC , en bas :PL [201]
Notons que dans le peptide cyclique, un coude de type β de motif XPGX a e´te´ posi-
tionne´ dans la se´quence pour jouer un roˆle dans la structuration du syste`me. Non seulement,
ce coude rigidifie le peptide, mais il rapproche aussi les deux cyste´ines pour une meilleure
complexation. Ce coude et la cyclisation du peptide, permettent une pre´-organisation du
syste`me, tout en limitant la contribution entropique de´favorable, lors de la complexation
du me´tal.
Les e´tudes physico-chimiques par UV-visible et RMN 199Hg (pour PC , δ = -937 ppm [202])
mettent en e´vidence la formation de syste`mes monome´talliques dicoordine´s pour les me´taux
cuivre(I) et mercure(II) et te´tracoordine´s pour les me´taux cadmium(II), plomb(II) (Table
19).
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PC PL
λ ∆ M−1 cm−1 λ ∆ M−1 cm−1
1:1 HgP 220 12 500 220 12 450
250 1300 250 1200
1:1 CdP 221 13 000 225 10 000
1:1 PbP 315 3100 315 3300
1:1 CuP 261 8800 261 8600
1:2 PbP2 335 4000 340 5200
1:2 CdP2 240 25 000 240 20 000
Table 19 – Bande LMCT S− → M2+,+ [201]
Des mesures d’affinite´ ont e´te´ re´alise´es sur ces deux peptides mode`les vis a` vis des
me´taux d10 (Table 20). Ces mesures montrent une affinite´ de´croissante de Hg(II) >
Cu(I) > Cd(II) > Pb(II) > Zn(II). Les affinite´s ont e´te´ calcule´es selon les e´quations 11
et 12.
M(II) + 2P =M(P )2 log β12 (11)
M(II) + P =M(P )2 log β11 (12)
M log βpq P
C PL
Pb(II) log β11 8.0(1) 7.5(2)
log β12 12.5(7) 11.6(1)
Cd(II) log β11 9.2(1) 8.3(2)
log β12 15.6(1) 14.8(6)
Zn(II) log β11 6.8(2) 6.3(3)
log β12 13.0(5) 12.2(1)
Hg(II) log β11 > 18.6 > 18.4
Cu(I) log β11 16.6(1) 16.4(1)
Table 20 – Constantes d’affinite´ a` pH = 7.0 [202]
Ces mode`les de me´tallochaperonnes montrent une tre`s forte affinite´ pour le cuivre(I)
et le mercure(II). L’affinite´ pour le cuivre(I) est du meˆme ordre de grandeur que celle des
me´tallochaperonnes [35]. Notons aussi qu’ils ont une forte se´lectivite´ cuivre(I)/zinc(II),
d’environ dix ordres de grandeur.
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4 Proble´matique
4.1 Pre´ambule
Dans ce chapitre, nous avons montre´ l’importance du cuivre dans de nombreux
processus biologiques, mais aussi la ne´cessite´ de re´guler sa concentration, puisqu’en cas
d’exce`s il devient toxique (re´action de type Fenton). L’home´ostasie du cuivre implique de
multiples prote´ines dont le dysfonctionnement entraˆıne de graves conse´quences notamment
l’apparition de stress oxydant. Ceci est observe´ dans certaines maladies neurode´ge´ne´ratives
et ge´ne´tiques et l’utilisation de che´lateurs, comme agents the´rapeutiques, semble une
bonne voie pour ame´liorer l’e´tat des patients. Enfin, le roˆle des prote´ines riches en
cyste´ines dans le transport et la de´toxication des me´taux ou lors d’intoxication par des
me´taux, est tre`s important. Pour cette raison, de nombreuses e´tudes de spectroscopies
(diffraction des Rayons X, EXAFS, UV-visible, Dichro¨ısme circulaire, RMN. . .) ont e´te´
re´alise´es sur des mode`les ou directement sur les prote´ines en question. Ces travaux ont
permis de de´terminer la ge´ome´trie et la coordination des me´taux d10 au sein de ce type
de prote´ines.
Revenons au cas des ATPases ATP7A et ATP7B. Dans les cellules, elles ont
deux roˆles : donner le cuivre aux prote´ines du Golgi qui en ont besoin et l’excre´ter
quand ce dernier atteint une concentration toxique pour la cellule. Lors de la maladie
de Wilson, le ge`ne codant pour ATP7B est de´ficient, la prote´ine est donc inactive ou
non fonctionnelle. Le cuivre(I) s’accumule donc dans les cellules du foie. Les traitements
actuels pour soigner cette maladie agissent en amont. Ils tentent de limiter l’absorption
du cuivre au niveau intestinal ou d’augmenter la production de me´tallothione´ines qui vont
se´questrer le me´tal. Les che´lateurs actuels n’agissent donc pas sur le foie qui est pourtant
le premier organe touche´ et souvent le point le plus critique pour sauver la vie du patient.
Notons que ces che´lateurs ne sont pas spe´cifiques du cuivre, ils peuvent aussi che´later le
zinc (deux ordres de grandeur de diffe´rence entre les affinite´s).
Les mode`les de me´tallochaperonnes de´crits au laboratoire par Delangle et coll. miment et
reproduisent la boucle de liaison du me´tal MXCXXC. Ils ont une tre`s forte affinite´ pour le
cuivre(I), du meˆme ordre de grandeur que celles des me´tallochaperonnes. Leur se´lectivite´
pour le cuivre(I) par rapport au zinc(II) en font des agents the´rapeutiques potentiels de la
maladie de Wilson. Pareillement, leur forte affinite´ pour le mercure(II) en font des agents
potentiels de de´corporation de ce me´tal.
Ces premiers re´sultats encourageants nous ont donc conduits a` proposer de nouveaux
che´lateurs se´lectifs du cuivre(I) qui ont e´te´ ensuite fonctionnalise´s afin de cibler le foie
pour les malades atteints de Wilson.
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4.2 Perspectives de recherches
Pour la conception de ces che´lateurs, nous nous sommes inspire´s des mole´cules du
vivant a` savoir les me´tallochaperonnes et les me´tallothione´ines qui ont, dans leur site de
fixation du me´tal, des cyste´ines.
Figure 40 – a` gauche : Structure de Atx1 (eqv. Atox1 dans la levure [38]), a` droite : Struc-
ture chimique des me´thallothione´ines cluster Cu7-MT (Saccharomyces cerevisiae) [203]
Le cuivre(I) au sein des me´tallochaperonnes est bicoordine´ par les cyste´ines du site
de fixation, et au sein des me´tallothione´ines, il est tricoordine´. L’e´laboration de syste`mes
comportant deux ou trois cyste´ines semble donc cohe´rente avec les sites de liaison identifie´s
dans le vivant.
Le premier organe touche´, dans la maladie de Wilson, est le foie. Le cuivre(I) s’y
accumule et pourtant aucun traitement actuel ne le cible. Voila` pourquoi nous proposons
l’e´laboration de syste`mes capables de cibler cet organe. Cela permettrait de de´toxifier le
cuivre(I) dans les cellules he´patiques et donc d’aider les malades qui ont le foie tre`s atteint
(he´patique aigu¨e ou fulgurante). Le choix des re´cepteurs aux asialoglycoprote´ines, comme
cible, semble judicieux puisqu’ils sont situe´s a` la surface des cellules he´patiques.
Les syste`mes envisage´s seront donc compose´s de deux parties (Fig 41), a` savoir, une partie
che´latante pour re´cupe´rer le me´tal, et une partie ciblante pour entrer dans les cellules
he´patiques.
Figure 41 – Sche´matisation du syste`me
Dans le chapitre suivant du manuscrit, nous pre´senterons l’e´laboration de syste`mes
de´rive´s du peptide mode`le d’Atx1, PC , comportant deux cyste´ines. Les syste`mes que nous
avons choisis sont plus rigides que PC et nous discuterons de l’effet de cette rigidification
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sur la complexation de ces peptides vis-a`-vis du cuivre(I) et des autres me´taux d10 pre´sente´s
dans ce chapitre.
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Cyclode´capeptides a` deux
cyste´ines comme complexants du
cuivre(I)
C
C

Troisie`me partie
Cyclode´capeptides a` deux cyste´ines
comme complexants du cuivre(I)
5 Pre´ambule : Strate´gie de conception
Un cyclode´capeptide, PC , mimant la boucle de liaison du cuivre connue dans les
me´tallochaperonnes, a e´te´ e´tudie´ au laboratoire [202] [201]. Ce compose´ posse`de une boucle
de liaison flexible contenant deux cyste´ines dans la se´quence MXCXXC, et un coude β de
type II (XPGX) pour rigidifier le syste`me. La comparaison de PC avec son analogue line´aire
PL montre que l’insertion d’un coude β de type II entraine une certaine stabilisation des
complexes forme´s. La formation de complexes monome´talliques line´aires avec le cuivre(I)
et le mercure(II) et de complexes de type 1:1 et 1 :2 (M:L) pour les me´taux zinc(II),
plomb(II) et cadmium(II) a e´te´ observe´e [202]. Ce cyclode´capeptide, a montre´ de bons
re´sultats vis a` vis de la complexation du cuivre(I). La constante d’affinite´ de PC pour ce
cation me´tallique est proche de celle connue pour les me´tallochaperonnes. Il pre´sente aussi
une forte se´lectivite´ par rapport au zinc, de dix ordres de grandeur [202]. Cela montre
qu’une se´quence d’acides amine´s, comportant deux cyste´ines, pre´sente une forte se´lectivite´
Cu(I)/Zn(II) et une forte affinite´ pour Cu(I).
Ces re´sultats inte´ressants, nous ont conduits a` envisager l’utilisation de peptides a` deux
cyste´ines comme che´lateurs potentiels pour les maladies de type Wilson.
Comme e´voque´ pre´ce´demment, nous souhaitons e´laborer un syste`me comportant une partie
che´latante et une partie ciblante. Pour ceci, une plate-forme comportant deux faces, l’une
pour la che´lation, l’autre pour le ciblage, semble judicieuse. Nous avons donc choisi d’utili-
ser un squelette peptidique, de´veloppe´ il y a quelques anne´es par l’e´quipe de Mutter [204].
Cette structure peptidique est de´rive´e du mode`le peptidique TASP (Template-Assembled
Synthetic Peptide) [205] de´veloppe´ afin de mimer les proprie´te´s structurales et fonction-
nelles des prote´ines naturelles [206] [207]. Par exemple, quatre he´lices α ont e´te´ greffe´es sur
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la plate-forme peptidique TASP pour mode´liser les proprie´te´s structurales de complexe
majeur d’histocompatibilite´ de classe I. Cette plate-forme favorise alors les interactions
possibles entre les quatre he´lices.
Figure 42 – Sche´matisation de la mole´cule TASP comportant quatre he´lices α [207]
La structure RAFT (Regioselectively Addressable Functionalized Template), de´rive´e
du TASP, est une plate-forme rigide pre´sentant deux faces inde´pendantes qui sont chi-
miquement modifiables pour greffer d’autres structures d’inte´reˆt [208]. Graˆce a` ce sque-
lette peptidique, il est possible d’obtenir un syste`me comportant sur une face des ligands
re´giose´lectifs d’un syste`me biologique (ciblage) [209] [210] et sur l’autre face des unite´s
fonctionnelles telles que des mole´cules d’inte´reˆt biologique (compose´s cytotoxiques pour la
the´rapie cance´reuse [211] [212], vaccins [208]. . .) ou des  mole´cules sondes  pour l’ima-
gerie [211] [213] (Fig 43).
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Figure 43 – Sche´matisation du RAFT
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L’analyse structurale de cyclode´capeptides RAFT par des techniques de RMN en so-
lution et par diffraction des rayons X ont permis de mettre en e´vidence la rigidite´ de ces
syste`mes [214] [215]. En effet, l’insertion de la se´quence d’acides amine´s XGPX permet la
formation de deux coudes β de type II. La rigidite´ de ces deux coudes est accentue´e par
la formation de liaisons hydroge`nes intramole´culaires entre les acides amine´s en position
3-6 et 1-8 (Fig 43). Tout ceci permet d’orienter les chaˆınes late´rales des acides amine´s, en
position 2 et 7, dans la meˆme direction de l’espace et celles en position 1, 3, 6 et 8 dans la
direction oppose´e (Fig 43) [214].
En conside´rant cet arrangement, la position des cyste´ines du cyclode´capeptide PC a donc
e´te´ modifie´e pour pre´fe´rer les positions 2 et 7 pour pouvoir utiliser les positions 1, 3, 6
et 8 pour le ciblage cellulaire. Deux cyclode´capeptides ne comportant que la partie com-
plexante (c’est a` dire sans le syste`me de ciblage), avec deux cyste´ines en position 2 et 7,
ont e´te´ synthe´tise´s afin de tester leur affinite´ et leur capacite´ de che´lation vis a` vis du
cuivre(I) et des autres me´taux d10. En effet, le mode`le RAFT est plus structure´ et rigide
que le mode`le de chaperonne PC pre´ce´demment e´labore´ : la pre´sence des deux coudes β de
type II contraint la conformation du squelette peptidique en feuillets β antiparalle`les [214].
Cette rigidite´ peut eˆtre favorable ou de´favorable a` la complexation. L’orientation des deux
cyste´ines va-t-elle favoriser, comme pour PC , des complexes 1:1 pour le cuivre(I) et le
mercure(II) et des complexes 1:1 et 1:2 pour les trois autres me´taux ? Un tryptophane a
e´te´ introduit dans la se´quence peptidique, afin de pouvoir controˆler la concentration du
peptide en solution, par absorption UV-visible a` 280 nm ( = 5690 M−1 cm−1). Excepte´e
la pre´sence de deux cyste´ines en positions 2 et 7, des deux coudes β, et du tryptophane, les
deux cyclode´capeptides sont diffe´rents. En effet, le peptide P1 posse`de une face supe´rieure
polaire (deux se´rines et une arginine charge´e > 0) tandis que P2 est fortement charge´
ne´gativement (une aspartate et deux glutamates) apportant trois carboxylates (COO−) a`
pH physiologique. La comparaison entre ces deux peptides permet d’e´valuer l’influence des
chaˆınes late´rales sur la complexation (Fig 44).
Gly
Pro
Ser
CysGly
Pro
Trp
Cys
Ser
Arg
P1
SH
SH
Gly
Pro
Glu
CysGly
Pro
Asp
Cys
Glu
Trp
P2
SH
SH
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
Figure 44 – Structure chimique des deux cyclode´capeptides P1 et P2.
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6 Synthe`se et caracte´risation
6.1 Synthe`se peptidique
La synthe`se peptidique sur support solide a e´te´ introduite en 1963 par R.B. Merri-
field [216]. Elle met en jeu un support constitue´ de petites billes d’un polyme`re (appele´
re´sine) insoluble, inerte dans les conditions de la synthe`se. En revanche, ces polyme`res ont
la particularite´ de gonfler dans les solvants utilise´s, ce qui assure une bonne diffusion des
re´actifs. Le premier acide amine´ est fixe´ sur la re´sine par une liaison covalente. Le second
acide amine´ est alors ajoute´ en solution, souvent en large exce`s. Le produit de la re´action
reste lie´ a` la re´sine insoluble et est ainsi facilement se´pare´ des exce`s de re´actifs et des
solvants par simple filtration et ainsi de suite. La liaison qui relie le peptide forme´ a` la
re´sine est alors rompue et le produit de la re´action re´cupe´re´ dans le filtrat. La simplicite´
de cette me´thode, qui facilite son automatisation, en a fait un outil pre´cieux en chimie
combinatoire classique comme en synthe`se paralle`le.
La synthe`se, des cyclode´capeptides P1 et P2, a e´te´ re´alise´e dans des conditions clas-
siques de synthe`se peptidique en phase solide (SPPS) en utilisant la strate´gie  Fmoc ,
c’est a` dire que tous les acides amine´s sont prote´ge´s en leur extre´mite´ N -terminale par le
groupement protecteur 9-fluore´nylme´thyloxycarbonyle (Fmoc). La strate´gie  Fmoc est
la plus utilise´e en SPPS depuis 25 ans [217]. Les raisons sont : la stabilite´ du groupement
 Fmoc  en pre´sence d’acide trifluoroace´tique (TFA) et sa de´protection en pre´sence de
pipe´ridine 20% dans la dime´thylformamide (DMF) qui permet un suivit UV-visible de la
synthe`se peptidique (dosage de l’adduit dibenzofulvene-piperidine a` 299 nm) [218].
Le couplage peptidique est effectue´ en pre´sence de benzotriazole-1-yl-oxy-tris-pyrrolidino-
phosphonium hexafluorophosphate (PyBOP), qui active la fonction acide carboxylique des
acides amine´s et facilite ainsi le couplage peptidique. Apre`s chaque couplage d’un nouvel
acide amine´, une e´tape d’ace´tylation est re´alise´e pour bloquer les fonctions amines qui
n’auraient pas re´agi. Cela permet d’arreˆter toute chaˆıne peptidique parasite en croissance
paralle`le a` celle souhaite´e. La re´sine utilise´e, lors de la synthe`se, est la 2-chloro chloro-
trityle [219]. Cette re´sine permet d’obtenir le peptide sous forme acide en son extre´mite´
C -terminale [220] et permet de de´crocher le peptide greffe´ dans des conditions douces a`
savoir TFA/DCM (v/v = 99/1) [221]. Ces conditions e´vitent la de´protection des chaˆınes
late´rales. Apre`s avoir de´croche´ le peptide, la cyclisation du peptide line´aire est re´alise´e, dans
le dichlorome´thane, en milieu homoge`ne, a` concentration dilue´e, afin d’e´viter la formation
d’oligome`res. Les chaˆınes late´rales sont ensuite de´prote´ge´es [222] et le cyclode´capeptide
obtenu est purifie´ par HPLC pre´parative sur colonne RP-18. Les produits P1 et P2 ont e´te´
obtenus sous forme d’un solide blanc avec respectivement 19% et 53% de rendement.
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Figure 45 – Synthe`se de P1 et P2
6.2 Pre´paration des solutions de peptides face a` la sensibilite´ de
ces derniers
Les peptides P1 et P2 comportent deux cyste´ines. Les fonctions thiols de ces dernie`res
sont tre`s sensibles a` l’oxyge`ne et s’oxydent facilement selon l’e´quation 13 :
2RSH +O2 + 2H
+ + 2e− = RS − SR + 2H2O (13)
Afin de palier au proble`me de l’oxydation des cyste´ines, nous avons travaille´ en boˆıte a`
gants (BAG) sous atmosphe`re inerte. Toutes les solutions de peptides sont faites avec des
solutions pre´alablement de´gaze´es et pre´pare´es en BAG. Les manipulations ont e´te´ re´alise´es
en BAG (dosages UV-visible), en cuves ferme´es maintenues sous atmosphe`re inerte ou en
tube RMN herme´tiques (ferme´s par une vanne young).
La concentration des solutions peptidiques a e´te´ de´termine´e en utilisant deux me´thodes.
La premie`re me´thode consiste a` doser le tryptophane que l’on a inse´re´ dans la se´quence
peptidique. Comme le tryptophane absorbe a` 280 nm et a un coefficient d’extinction de 5690
M−1 cm−1, par la loi de Beer Lambert, on peut remonter a` la concentration en tryptophane
qui est e´gale a` celle en peptide. Or, nous venons de voir que les cyclode´capeptides sont
sensibles a` l’oxydation. Afin de ve´rifier que le peptide n’est pas oxyde´, nous avons utilise´
une deuxie`me me´thode : la proce´dure d’Ellman [223] qui dose les thiols libres. On peut
donc estimer de manie`re pre´cise, la concentration en cyste´ines non oxyde´es. Pour ce faire,
l’acide 5,5’-Dithiobis-2-nitrobenzo¨ıque (ou DTNB) est utilise´ comme indicateur et comme
re´actif. Il va re´agir avec les thiols libres selon la re´action suivante :
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Figure 46 – Re´action entre le DTNB et un thiol
Le TNB2− obtenu est de coloration jaune et absorbe dans le visible a` 412 nm. Le
coefficient d’extinction est de 14 150 M−1 cm−1. On peut donc remonter a` la concentration
de TNB2− en solution qui est e´gale a` celle en thiols libres.
Ces deux techniques, nous permettent de connaˆıtre la concentration en peptide et de ve´rifier
qu’il n’est pas oxyde´.
6.3 Caracte´risation par RMN
Les deux cyclode´capeptides ont e´te´ caracte´rise´s par RMN du proton a` 500 MHz. Les
e´tudes RMN ont e´te´ re´alise´es dans l’eau le´ge`re (H2O/D2O)(v/v = 9/1) a` 298 K en utilisant
les me´thodes de suppression du solvant, watergate [224] ou pre´saturation. Des spectres de
RMN 2D de type COSY, TOCSY et ROESY ont e´te´ re´alise´s afin d’attribuer tous les
protons. La se´quence RMN COSY permet de visualiser les corre´lations 2J/3J entre protons
voisins. La se´quence RMN TOCSY est une me´thode qui permet de corre´ler les NH avec
les Hα,β,γ d’un meˆme acide amine´. Enfin, la se´quence RMN ROESY nous renseigne sur
les corre´lations protons/protons dans l’espace. Cette expe´rience est une alternative a` la
se´quence RMN NOESY pour mesurer des effets NOE (Nuclear Overhauser) quand ωτc ≈ 1.
L’intensite´ de ces corre´lations est proportionnelle a` la distance (H-H)6 a` travers l’espace.
On peut ainsi obtenir les distances entre deux protons proches dans l’espace et obtenir la
structure du cyclode´capeptide [225].
6.3.1 Spectre proton
Les spectres RMN, des deux cyclode´capeptides, mettent en e´vidence la pre´sence de
diffe´rentes formes isome`res dont une pre´domine a` ≈ 70% (Fig 47, zone des NH des acides
amine´s pre´sence de pics parasites). Il y a donc un e´quilibre lent entre diffe´rentes confor-
mations.
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Figure 47 – Spectre RMN 1H de P2, dans H2O/ D2O (v/v = 9/1), re´gion des NH des
acides amine´s (7.7-10.3 ppm), a` 298 K, 500 MHz
En effet, une e´tude en tempe´rature, de 288 a` 318 K, souligne une e´volution des
diffe´rentes formes minoritaires en fonction de cette dernie`re. De meˆme, l’ajout progres-
sif de mercure sur P1, tend vers la formation d’un seul complexe (Fig 48). Les diffe´rentes
conformations du peptide libre sont donc de´place´es vers la formation d’un complexe unique
de Hg2+. Il est donc clair que les diffe´rentes espe`ces observe´es dans le spectre du peptide
libre a` 298 K correspondent a` diffe´rentes conformations en e´quilibre lent a` l’e´chelle de
temps de la RMN.
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Figure 48 – Ajout de Hg2+ sur le cyclode´capeptide P1, H2O/D2O (v/v = 9/1), 298 K,
500 MHz
Les conformations minoritaires peuvent eˆtre attribue´es a` une isome´risation cis/trans
de la liaison amide (Fig 49). Il existe en effet un e´quilibre connu cis/trans autour de cette
liaison qui est lent et observable a` l’e´chelle de temps de la RMN. La forme trans pre´domine
en raison de ge`nes ste´riques des chaˆınes late´rales dans la forme cis.
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Figure 49 – Equilibre des deux formes cis et trans de la liaison amide au sein d’un
dipeptide.
Il est connu que la proline peut favoriser la forme cis de la liaison amide. La pre´sence
de conformations cis minoritaires a d’ailleurs e´te´ propose´e sur le mode`le RAFT e´tudie´ par
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RMN dans le DMSO d6 [207]. Dans notre cas, cette hypothe`se permettrait d’expliquer
l’e´quilibre lent des conformations que l’on observe par RMN du proton.
6.3.2 Analyse de la conformation majoritaire par RMN 2D
La combinaison des diffe´rentes techniques, COSY, TOCSY et ROESY, a permis de
diffe´rencier les acides amine´s et d’attribuer l’ensemble des protons des deux peptides. Les
de´placements chimiques de chaque proton sont donne´s en partie expe´rimentale.
• Liaisons trans au sein des deux cyclode´capeptides :
Dans la conformation majoritaire de ces deux cyclode´capeptides, les liaisons amides entre
les acides amine´s X3 et X8 et la proline sont trans (Fig 50). Cette liaison trans est mise
en e´vidence par une forte corre´lation ROE entre les Hδ1,2 de la proline et les Hα des acides
amine´s en position 3 et 8. Les protons sont donc proches dans l’espace : distance ≤ 2.5
A˚. Les distances sont calcule´es selon l’e´quation 14 (re´fe´rence = 1.8 A˚ pour des protons
ge´mine´s)(Table 21).
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Figure 50 – Structure de P2, sche´matisation des distances caracte´ristiques
• Pre´sence de deux coudes β de type II pour les deux peptides :
Il a e´te´ montre´ que le motif XPGX dans ces cyclode´capeptides (PC et autres mode`les
RAFT) donnait une structuration en coude β de type II [202] [215]. Cela se ve´rifie aise´ment
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par des corre´lations ROE fortes entre le NH(Gly) et le Hα(Pro), entre le NH(Gly) et
le NH(Gly+1) et entre le NH(Gly+1) et Hα(Pro). Les distances entre ces protons sont
relativement courtes (2.2 A˚ pour la premie`re, 2.3 A˚ pour la deuxie`me et 3.3 A˚ pour la
troisie`me). La figure 50 permet d’illustrer, sur le cyclode´capeptide P2, les distances dont
nous venons de parler. Ces corre´lations sont bien pre´sentes pour les deux peptides et les
valeurs des distances entre le NH(Gly10) et (HαPro 9), de meˆme qu’entre le NH(Gly5)
et (HαPro 4) sont en accord avec ce que l’on attend, a` savoir 2.2 A˚, pour P1 et P2. La
distance entre (HαPro 9) et le NH(X1) et entre (HαPro 4) et le NH(X6) sont quant a` elles
autour de 3.3 A˚. Enfin, la troisie`me distance qui doit eˆtre autour de 2.4 A˚ est d’environ
2.8-2.9 A˚ pour P1 et P2. Nous pouvons donc conclure a` la pre´sence des deux coudes β au
sein des deux squelettes peptidiques.
P1 P2
H1 H2 d(H1,H2)A˚ H1 H2 d(H1,H2)A˚
Ser3 Hα Pro4 Hδ1 1.9 Glu3 Hα Pro4 Hδ1 2.1
Ser3 Hα Pro4 Hδ2 2.4 Glu3 Hα Pro4 Hδ2 2.5
Trp8 Hα Pro9 Hδ1 2.1 Asp8 Hα Pro9 Hδ1 2.2
Trp8 Hα Pro9 Hδ2 2.4 Asp8 Hα Pro9 Hδ2 2.4
Gly5 NH Pro4 Hα 2.2 Gly5 NH Pro4 Hα 2.2
Ser6 NH Pro4 Hα 3.3 Glu6 NH Pro4 Hα 3.3
Gly5 NH Ser6 NH 2.8 Gly5 NH Glu6 NH 2.8
Gly10 NH Pro9 Hα 2.2 Gly10 NH Pro9 Hα 2.2
Arg1 NH Pro9 Hα 3.5 Trp1 NH Pro9 Hα 3.3
Gly10 NH Arg1 NH 2.8 Gly10 NH Trp1 NH 2.9
Table 21 – Distances H-H courtes, mesure´es par corre´lations en ROESY pour les cy-
clode´apeptides P1 et P2 (erreur 15%)
• Mesures des cœfficients de tempe´rature : Pre´sence de liaisons hydroge`nes ?
Il a e´te´ montre´ qu’il existe une corre´lation directe entre l’e´volution du de´placement chi-
mique d’un NH, en fonction de la tempe´rature, et l’implication de ce groupe dans une
liaison hydroge`ne intramole´culaire [226] [227] [228] [229]. En effet, un NH implique´ dans
une liaison hydroge`ne intramole´culaire est moins labile qu’un NH libre, et s’e´change plus
difficilement avec le solvant. Il est donc moins sensible aux variations de tempe´rature. Si
on trace le de´placement chimique des NH en fonction de la tempe´rature, on obtient une
droite de coefficient directeur ∆δppm /∆T, appele´  coefficient de tempe´rature . Il a e´te´
montre´ que pour un coefficient de tempe´rature, en valeur absolue, infe´rieur a` 3-4 ppb/◦C,
il existe une liaison hydroge`ne intramole´culaire et que pour les valeurs supe´rieures, le NH
n’est pas lie´ par liaison hydroge`ne intramole´culaire [226] [230] [231] [232].
Des liaisons hydroge`nes entre les acides amine´s 6 et 3 et, 1 et 8 (Fig 50) ont e´te´ mises
en e´vidence dans des RAFT en solution dans le DMSO d6. La formation de ces liaisons
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est favorise´e par la pre´sence des deux coudes β de type II. Ces liaisons hydroge`nes intra-
mole´culaires renforcent la rigidite´ du RAFT [214]. Les donne´es obtenues pour les peptides
P1 et P2 dans l’eau sont reporte´es table 22.
P1 P2
|∆δppm /∆T| |∆δppm /∆T|
(ppb/K) (ppb/K)
Gly5(NH) 8.6 Gly5(NH) 7.2
Cys2(NH) 7.8 Cys7(NH) 7.7
Gly10(NH) 8.6 Gly10(NH) 6.9
Cys7(NH) 9.0 Cys2(NH) 6.2
Trp8(NH) 6.5 Asp8(NH) 6.3
Arg1(NH) 4.8 Trp1(NH) 5.0
Ser(NH) 5.2 Glu6(NH) 3.5
Ser(NH) 4.9 Glu3(NH) 6.0
Table 22 – Coefficient de tempe´rature des peptides P1 et P2, H2O/D2O (v/v = 9/1), 500
MHz, 278 a` 318 K
Ces re´sultats ne nous permettent pas de conclure sur l’existence de liaisons hydroge`nes
au sein de ces deux cyclode´capeptides (Table 22). Il semble donc que P1 et P2 soient des
peptides moins rigides que ceux de´crits par Dumy et coll. dans le DMSO [214] lesquels
posse`dent des groupements protecteurs tre`s encombrants. Les peptides P1 et P2, bien
qu’e´tant structure´s dans l’eau par la pre´sence des deux coudes β, ne montrent pas de
liaisons hydroge`nes intramole´culaires fortes au sein de ces coudes.
Nous avons pu caracte´riser entie`rement la forme majoritaire trans des deux cy-
clode´capeptides P1 et P2. Les formes minoritaires n’ont pu eˆtre caracte´rise´es en raison de
leur faible intensite´ par RMN proton.
7 Complexation et efficacite´ de ces peptides
Dans cette partie, nous allons discuter de l’influence de la position des deux cyste´ines
sur l’affinite´ vis a` vis des me´taux d10. Nous analyserons aussi le roˆle de la rigidite´ du
peptide sur la stabilite´ des complexes (pre´sence des deux coudes). Enfin, nous discuterons
l’influence des chaˆınes late´rales de la face supe´rieure sur la formation des complexes.
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7.1 Formation d’un complexe de type CuP
7.1.1 Stabilite´ du cuivre(I) en solution aqueuse
Toutes les e´tudes de complexation des diffe´rents che´lateurs vis a` vis du cuivre(I) ont
e´te´ re´alise´es en solution aqueuse. Or, nous avons vu que le cuivre(I) se dismute dans l’eau
et est sensible a` l’oxyge`ne. Pour e´viter l’oxydation par O2, nous avons pre´pare´ toutes les
solutions en BAG. Les e´tudes spectroscopiques ont, elles aussi, e´te´ re´alise´es en boˆıte a`
gants ou sous atmosphe`re inerte.
Il existe diffe´rents moyens qui permettent de stabiliser le cuivre au degre´ d’oxydation +I en
solution aqueuse. Une des me´thodes consiste a` pre´parer une solution me`re de cuivre(I) dans
une solution d’acide concentre´e, mais cela peut perturber le pH au cours du dosage qui est
re´alise´ a` pH physiologique. Un autre moyen est d’utiliser un re´ducteur comme le glutathion
(GSH). Ce dernier va maintenir le cuivre au degre´ d’oxydation +I en re´duisant le cuivre(II)
qui se forme. Or, le GSH est connu comme e´tant un che´lateur du cuivre(I) dans les cellules, il
le complexe par l’interme´diaire de ces fonctions thiols [233]. C’est donc un compe´titeur fort
vis a` vis des cyclode´capeptides. La me´thode que nous avons se´lectionne´e consiste a` utiliser
un ligand du cuivre(I) qui le complexe faiblement et le stabilise au degre´ +I. Un ligand
connu posse´dant ces caracte´ristiques est l’ace´tonitrile [234]. En effet, ce ligand complexe
le cuivre(I) sous forme Cu(AcN)+2 et Cu(AcN)
+
3 (espe`ces pre´ponde´rantes en solution pour
[AcN]x = 2 M). Les constantes globales de formation de ces espe`ces sont respectivement
de logβ = 4.02 et 4.30 [234]. Ces constantes sont basses compare´es a` celles obtenues pour
PC : l’ace´tonitrile est donc un compe´titeur tre`s faible pour les cyclode´capeptides P1 et P2.
Nous avons donc travaille´ avec 10% en volume d’ace´tonitrile en plus du milieu tamponne´
pour toutes les manipulations.
7.1.2 Etudes spectroscopiques
Diffe´rentes techniques spectroscopiques ont e´te´ utilise´es pour caracte´riser les complexes
de Cu+.
Pour les e´tudes spectroscopiques UV-visible et de dichro¨ısme circulaire, les solutions de
peptide ont e´te´ pre´pare´es en BAG dans un me´lange tampon phosphate 20 mM/Acn (v/v
= 90/10), a` pH = 7.4.
• Spectroscopie UV-Visible :
Nous avons vu, au cours de la premie`re partie du manuscrit, que la bande a` transfert de
charge S− → Cu+ est visible en spectroscopie UV-visible autour de 262 nm [159]. Il est
donc possible de suivre l’e´volution de cette bande en fonction des ajouts de cuivre(I) et de
mesurer son cœfficient d’extinction molaire ().
Au cours des dosages, re´alise´s sur P1 et P2, nous observons la formation d’une bande a`
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263-264 nm qui correspond a` la bande LMCT S− → Cu+. La croissance de la bande LMCT
a` 263-264 nm est line´aire et a une rupture a` 1 e´quivalent de cuivre(I) pour P1 et P2 (Fig
51). La mesure du cœfficient d’extinction molaire pour la bande LMCT a` 263-264 nm est
de 7620 et 7640 M−1 cm−1 pour P1 et P2. Il a e´te´ montre´ que la bande LMCT a` 262 nm
avait un cœfficient d’extinction molaire de ≈ 7000 M−1 cm−1 par Cu(I) lie´ [164].
Figure 51 – Dosage par spectroscopie UV-visible de P1 par ajout de cuivre(I), pH 7.4,
tampon phosphate 20 mM/ace´tonitrile (v/v = 9/1), 298 K
Une absorption significative a` 340-350 nm n’apparait qu’apre`s 1 e´quivalent de Cu+.
Il a e´te´ montre´ que cette bande correspondaient a` des interactions Cu-Cu au sein d’un
syste`me polynucle´aire [159] [163]. L’e´volution de cette bande pour P1 et P2 va donc dans
le sens de la formation d’un complexe 1:1 puisqu’elle est absente avant un e´quivalent de
Cu+ et commence a` e´voluer en exce`s de cuivre. Nous n’avons donc pas de formation de
syste`me polynucle´aire entre 0 et 1 e´quivalent de cuivre(I).
• Dichro¨ısme Circulaire (CD) :
Les cyclode´capeptides comportent des acides amine´s de configuration  L , la me´thode
spectroscopique de dichro¨ısme circulaire peut eˆtre utilise´e afin de visualiser les ca-
racte´ristiques de complexation du syste`me CuP. En effet, cette technique est essentiel-
lement utilise´e en chimie de coordination pour e´tablir des corre´lations empiriques entre
les donne´es mesure´es et la structure de l’environnement chiral d’un cation me´tallique. Le
dichro¨ısme circulaire, de´fini comme la diffe´rence d’absorption entre les lumie`res polarise´es
circulaires gauche et droite (∆A), est relie´ par la relation 15 a` l’ellipticite´ (θ). La loi de
Beer Lambert peut eˆtre utilise´e pour calculer une diffe´rence entre les cœfficients d’extinc-
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tion molaire (∆ pour les deux lumie`res polarise´es circulairement (relation 16)).
∆A = Al − Ar =
θ[millideg]
32982
(15)
∆ = l − r =
∆A
Cl
(16)
Le spectre dichro¨ıque du cyclode´capeptides P1 pre´sente une bande de structure
due au peptide a` l’e´tat libre qui sature a` la concentration a` laquelle nous travaillons
(100 µM). Ne´gative sans cuivre, elle e´volue positivement et line´airement jusqu’a` un
e´quivalent d’ion me´tallique. Le spectre pre´sente deux autres bandes a` 262 nm et 288
nm caracte´ristiques de la formation d’un complexe de cuivre(I) : ce sont deux bandes
LMCT S− → Cu+ [159] [163]. La bande a` 262 nm est positive et la bande a` 288
nm est ne´gative. Les deux progressent line´airement jusqu’a` 1 eqv. de cuivre(I). La
pre´sence d’un point isodichro¨ıque a` 279 nm met en e´vidence la formation d’une seule
espe`ce de 0 a` 1 eqv. de cuivre en e´quilibre avec le peptide libre. Passe´ un e´quivalent
d’ion me´tallique, les spectres e´voluent diffe´remment et les bandes sont plus faibles (Fig 52).
Figure 52 – Spectre de dichro¨ısme circulaire du dosage de P1 par ajout de Cu+, pH 7.4,
tamp. phos. 20 mM-Acn (v/v = 9/1) ; De 0 a` 2 eqv de Cu(I) (en haut) ; De 0 a` 1 eqv. (en
bas)
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Le spectre de dichro¨ısme circulaire, re´alise´ sur P2, pre´sente lui aussi des bandes de
structures a` (+)212 et (+)229 nm et deux bandes LMCT a` (+)262 et (-)289 nm qui
e´voluent line´airement jusqu’a` un e´quivalent de cuivre(I). En exce`s d’ion me´tallique, le
spectre change tout comme P1.
Les re´sultats obtenues par les deux me´thodes spectroscopiques vont dans le sens de
la formation d’une espe`ce mononucle´aire de type CuP pour les cyclode´capeptides P1 et
P2. La pre´sence d’un point isodichro¨ıque a` 279 nm observe´ pour P1, nous informe que le
peptide libre se transforme en une seule espe`ce de type CuP. Le comportement observe´
pour ces deux cyclode´capeptides est tre`s similaire a` celui de PC [201]. En effet, le spectre
UV-visible, de ce peptide, pre´sente une bande LMCT a` 261 nm croissante jusqu’a` un
e´quivalent de cuivre(I). Le coefficient d’extinction mesure´ est de 8800 M−1 cm−1, valeur
similaire avec celles obtenues pour P1 et P2. La formation du complexe mononucle´aire
CuPC a e´te´ confirme´e par mesure du cœfficient de diffusion du complexe par RMN
des gradients de champs pulse´s: ce dernier est en accord avec un complexe de type 1:1.
Cette technique n’a pu eˆtre utilise´e pour les cyclode´capeptides P1 et P2, puisque aux
concentrations ne´cessaires pour mesurer un coefficient de diffusion (de 1 a` 2 mM), les
complexes CuP1 et CuP2 pre´cipitent. Cependant, les complexes CuP1 et CuP2 ont pu eˆtre
mis en e´vidence par spectrome´trie de masse.
• Spectrome´trie de masse (ES-MS) :
Les solutions de peptides ont e´te´ pre´pare´es en milieu tampon ace´tate d’ammonium a` pH
7.0, avec une concentration en peptide de 100 µM. Afin de minimiser au maximum le
temps de contact avec l’oxyge`ne, les complexes ont e´te´ pre´forme´s en boˆıte a` gants en
piluliers ferme´s et ont e´te´ analyse´s rapidement de`s leur sortie de la BAG. Notons tout de
meˆme qu’une oxydation du peptide dans la source peut eˆtre observe´e.
Le complexe CuP1 de´sorbe bien entre 0 et 1 eqv. de Cu(I) (1091.25, [P1+Cu-
2H]−) (Fig 53). En exce`s d’ion me´tallique, d’autres espe`ces de plus hautes nucle´arite´s
sont de´tecte´es comme [P1+2Cu-3H]− a` 1155.17 et [2 P1+4Cu-2H]2+ a` 1157.2. Une
tendance similaire est observe´e avec le peptide P2. Cependant, la pre´sence des trois acides
carboxyliques sur une des faces du RAFT, entraˆıne la formation d’adduits sodium et
potassium et rend le spectre de masse complique´.
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Figure 53 – Complexe CuP1 observe´ en ES-MS en mode ne´gatif pour un e´quivalent de
Cu(I) dans AcONH4 20 mM, pH 7
Pour conclure, ces e´tudes spectroscopiques mettent en e´vidence la formation d’un com-
plexe mononucle´aire de type CuP entre 0 et 1 eqv. de cuivre(I). Comme on pouvait s’y
attendre, les deux cyclode´capeptides P1 et P2 se comportent comme PC vis a` vis du cuivre
et forme un complexe bicoordine´. Les caracte´ristiques spectroscopiques de ces complexes
sont rassemble´es dans la table 23.
P1 P2 PC
Donne´es UV, λ nm 263 264 261
∆ M−1 cm−1 7620 7640 8800
Donne´es CD λ nm (+)262, (-)288 (+)262, (-)289
Table 23 – Donne´es spectroscopiques pour P1, P2 et PC , ∆ = (MP) - (P)
7.1.3 Affinite´ des peptides P1 et P2 pour le cuivre(I)
Afin de de´terminer l’affinite´ de ces peptides vis a` vis du cuivre(I), nous avons utilise´
un compe´titeur dont l’affinite´ pour ce cation me´tallique est connue. Ce compe´titeur est la
bathocupro¨ıne disulfonate (Na2BCS) (Fig 54). Notons que l’affinite´ mesure´e correspond a`
une constante apparente a` pH = 7.4, logβpH=7.411 .
NN
SO3-SO3-
Figure 54 – Structure de la bathocupro¨ıne disulfonate
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Il a e´te´ de´montre´ que ce compose´ forme avec le cuivre(I) un complexe stable de stœ-
chiome´trie 1:2, Cu(BCS)3−2 selon l’e´quation 17 [35]. Ce complexe absorbe dans le visible
a` 483 nm (coloration orange´e) avec un coefficient d’extinction de 13 300 M−1 cm−1. La
constante d’affinite´ du BCS pour Cu(I) est log β12 = 19.8.
Cu+ + 2BCS2− = Cu(BCS)3−2 (17)
La compe´tition entre les cyclode´capeptides et le BCS, selon l’e´quation 18, est suivie par
spectroscopie UV-visible et re´alise´e en BAG.
CuP + 2BCS2− = P + Cu(BCS)3−2 (18)
Les e´chantillons ont e´te´ pre´pare´s en milieu phosphate 20 mM, pH 7.4, 10% AcN. Le com-
plexe CuP est pre´forme´ ([P]≈ 50 µM, 0.8-0.9 eqv. de Cu(I)) et 2 eqv. de BCS sont ensuite
ajoute´s. L’absorbance est mesure´e a` 483 nm jusqu’a` atteindre l’e´quilibre thermodynamique.
Le BCS est ensuite ajoute´ jusqu’au de´placement total du cuivre(I) du peptide vers le BCS.
Il est possible d’e´valuer le pourcentage de cuivre(I) que le BCS de´place au cours du dosage
par la relation 19 :
%Cude´place´ =
[Cu(BCS)3−2 ]
[Cu]0
× 100 =
A483nm
l
[Cu]0
× 100 (19)
Connaissant les concentrations initiales et au cours du dosage en peptide, en cuivre et en
BCS, on peut donc de´terminer la constante d’affinite´ du complexe CuP.
Ainsi, par la loi de Beer Lambert, on obtient la concentration en Cu(BCS)3−2 . Celle du
BCS est obtenu par la relation 20 :
[BCS] = [BCS]0 − 2[Cu(BCS)
3−
2 ]) (20)
Graˆce a` la constante d’affinite´ du complexe Cu(BCS)3−2 , on peut donc remonter a` la concen-
tration en cuivre libre :
[Cu]libre = 10
19.8 ×
[Cu(BCS)3−2 ]
[BCS]2
(21)
Pour un complexe de stœchiome´trie 1:1, la concentration en complexe CuP dans la solution
est ensuite calcule´e :
[CuP ] = [Cu]0 − [Cu(BCS)
3−
2 ]− [Cu]libre (22)
et donc la concentration en peptide libre vaut :
[P ]libre = [P ]0 − [CuP ]. (23)
Pour finir, la constante d’affinite´ apparente β11 est donc e´gale a` :
βpH=7.411 =
[CuP ]
[Cu][P ]
(24)
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Les constantes d’affinite´s apparentes obtenues sont re´pertorie´es table 24.
P1 P2 PC
log βpH=7.411 16.7(1) 15.5(1) 17.4(1)
CuP
Table 24 – Constantes apparentes (logβpH=7,4app ), a` pH 7.4, 298 K, tamp. phos. 20 mM/
Acn (v/v = 9/1)
Les deux cyclode´capeptides P1 et P2 ont des affinite´s, a` pH = 7.4, globalement plus
faible que celle obtenue avec PC . Cette diffe´rence peut s’expliquer par la pre´sence des deux
coudes β de types II pre´sents dans la structure. En effet, pour PC , il n’y a qu’un seul coude
β, et la boucle de liaison est flexible. Ainsi lors de la complexation du cation me´tallique,
cette boucle plus souple peut s’adapter a` la coordination. Par contre, dans les syste`mes plus
rigides (deux coudes β, deux cyste´ines oriente´es dans la meˆme direction), la conformation
particulie`re du RAFT impose un arrangement donne´ des deux cyste´ines qui semble moins
favorable a` la complexation du cuivre(I).
La diffe´rence que l’on observe entre P1 et P2 peut eˆtre interpre´te´e a` la pre´sence des trois
fonctions acides carboxyliques. A pH = 7.4, ces trois acides sont de´protonne´s et donc
charge´s ne´gativement. Il y a donc une re´pulsion de charge entre les trois groupes carboxy-
lates qui peut modifier la structure du RAFT et ainsi de´stabiliser le complexe.
Malgre´ une baisse de l’affinite´ due a` la rigidite´ du syste`me RAFT et aux positions 2 et
7 des cyste´ines, nous observons bien la formation du complexe CuP pour 1 eqv. de Cu(I).
Ces che´lateurs semblent donc inte´ressants pour eˆtre fonctionnalise´s afin de pouvoir cibler
les cellules he´patiques.
7.2 Complexes avec les ions divalents
7.2.1 Etudes spectroscopiques
Nous avons vu (partie 3.2.1) que les bandes LMCT S− → MII sont observables par
spectroscopie UV-visible. On peut donc suivre l’e´volution de ces bandes avec l’ajout du
cation me´tallique [157].
Spectroscopie UV-visible :
• Complexation du mercure(II) :
Les dosages UV-visible re´alise´s par ajout du mercure(II), mettent en avant un compor-
tement similaire pour les deux cyclode´capeptides P1 et P2. La bande LMCT observe´e a`
210 nm croissent jusqu’a` saturer a` 1 eqv. de mercure(II). Les valeurs de cœfficients d’ex-
tinction molaire de la bande LMCT sont respectivement de 13 600 et 18 600 M−1 cm−1.
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Ces valeurs sont en accord avec celle mesure´e pour le cyclode´capeptide PC (12 500 M−1
cm−1). Il a e´te´ de´montre´ par RMN du 199Hg et par mesure des cœfficients de diffusion par
RMN en gradients de champs pulse´s que le cyclode´capeptide PC forme essentiellement un
complexe mononucle´aire de stœchiome´trie 1:1 avec l’ion Hg2+. Cependant, afin de ve´rifier
si le mercure posse`de un environnement de type HgS2 ou de type Hg3, l’absorbance est
mesure´e a` 295 nm :  = 458 et 375 M−1 cm−1 respectivement pour P1 et P2. Ces valeurs
correspondent a` un complexe de type HgS2 en accord avec les donne´es de´crites sur les
complexes Hg(SEt)2 et Hg(SPr
i)2 [186]. Toutes ces donne´es vont dans le meˆme sens, c’est
a` dire la formation d’un complexe HgP pour 1 eqv. d’ion me´tallique (Fig. 55).
Figure 55 – Dosage par spectroscopie UV-visible de P1 par ajout de mercure(II), pH 7.4,
tampon phosphate 20 mM, 298 K
Ces deux complexes ont e´te´ caracte´rise´s en spectrome´trie de masse [P1+Hg-H]+ = 1231.5
et [P2+Hg-3H]− = 1272.3 (Table 25, Fig 56).
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Figure 56 – Spectre ES-MS du complexe HgP2, tamp. ace´tate d’ammonium 20 mM, pH
= 7.0
• Complexation du cadmium(II) :
Les spectres UV-visible re´alise´s par l’ajout de l’ion me´tallique Cd(II), montrent des bandes
LMCT respectivement a` 230 et 220 nm pour P1 et P2. Cette bande, observe´e pour P1, croit
et sature a` 0.5 eqv. de Cd2+ alors que pour P2 cette bande pre´sente une rupture molle a`
1 eqv. de Cd2+ (Fig 57). La mesure des coefficients d’extinction molaire a` 230 nm sont
respectivement de 21 000 M−1 cm−1 (rupture a` 0.5 eqv : 230nm = 10 500/0.5) et 10 000
M−1 cm−1 pour P1 et P2. Si on conside`re une valeur de  = 6000 M−1 cm−1 par cyste´ines
lie´es [198], on obtient deux cyste´ines lie´es au Cd(II) pour P2 et quatre cyste´ines lie´es au
Cd(II) pour P1. Ces donne´es de´montrent la formation d’un complexe de type CdP pour P2
et de type Cd(P)2 pour P
1. La comparaison des coefficients d’extinction molaire obtenus
avec ceux connus de PC vont dans le meˆme sens a` savoir CdS4 pour P
1 et CdS2 pour P
2.
La diffe´rence de comportement observe´e peut s’expliquer par la diffe´rence de charge sur
la face supe´rieure des peptides P1 et P2. En effet, le premier posse`de une face supe´rieure
hydrophile peu charge´e et le second une face supe´rieur charge´e ne´tgativement.
La pre´sence de ces deux complexes a e´te´ mise en e´vidence par spectrome´trie de masse :
[CdP2-3H]− = 1184.2 et [Cd(P1)2-4H]
2− = 1085.3 (Table 25).
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Figure 57 – Evolution de la bande LMCT S−→ Cd2+ lors du dosage de P1 et P2 par
Cd(II) (0-3 eqv) en tampon phosphate 20 mM, pH = 7.4, 298 K (Bande a` 230 nm P1,
bande a` 220 nm P2)
MP1 m/z MP2 m/z
[P1+H]+ 1031.8 [P2-H]− 1072.3
[P1+2H]2+ 516.4 [P2-2H]2− 535.8
[HgP1-H]+ 1231.5 [HgP2-3H]− 1272.3
[HgP1]2+ 616.5 [HgP2-4H]2− 635.7
[PbP1-H]+ 1237.5 [PbP2-3H]− 1278.2
[PbP1]2+ 619.4 [PbP2-4H]2− 638.5
[Pb(P1)2-3H]
− 2265.1 - -
[Pb(P1)2-4H]
2− 1235.5 - -
[Cd(P1)2-3H]
− 2171.2 [CdP2-3H]− 1184.2
[Cd(P1)2-4H]
2− 1085.3 [CdP2-4H]2− 591.5
[Zn(P1)-H]+ 1093.3 [ZnP2-3H]− 1134.1
[Zn(P1)-3H]− 1091.3 [ZnP2-4H]2− 566.5
[Zn(P1)]2+ 547.5
Table 25 – Ions de´tecte´s par spectrome´trie de masse des complexes de P1 et P2 avec les
cations divalents, tamp. ace´tate d’ammonium 20 mM, pH 7
• Complexation du plomb(II) :
Comme le plomb(II) pre´cipite en tampon phosphate, les solutions ont e´te´ pre´pare´es en tam-
pon Bis-Tris 20 mM a` pH 7.0. Ce tampon est utilise´ afin d’e´viter l’hydrolyse du plomb(II)
et la pre´cipitation de l’espe`ce Pb(OH)2 [180]. La concentration en peptide pour les dosages
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au plomb(II) est de 90 µM car la bande LMCT S− → Pb2+ est de faible intensite´.
Les dosages UV-visible obtenus par ajout de Pb(II) sur P2, mettent en e´vidence une bande
LMCT situe´e a` 310 nm qui croit jusqu’a` 1 eqv. Le coefficient d’extinction correspondant
est de 3500 M−1 cm−1. Cette bande LMCT et la valeur des cœfficients d’extinction mo-
laire correspondent a` ceux obtenus pour le complexe PbPC . Elles sont tre`s similaires aux
donne´es spectroscopiques concernant les complexes de plomb dans les prote´ines a` doigt de
zinc ou` le plomb est coordine´ par deux cyste´ines et deux histidines [180]. Nous avons donc
la formation d’un complexe 1:1 de type PbS2.
En ce qui concerne les dosages UV-visible re´alise´s par ajout de Pb(II) sur P1, nous obser-
vons une bande dont le maximum d’absorption e´volue de 338 nm (en de´but de dosage) a`
320 nm (en fin de dosage). Il y a donc formation de deux espe`ces. La valeur des cœfficients
d’extinction molaire des deux bandes sont respectivement de 3000 et 4000 M−1 cm−1 pour
320 et 338 nm (Fig 58). Ces valeurs sont comparables a` celle obtenue pour PC . Comme
dans le cas de P2, la bande LMCT a` 320 nm correspond a` un complexe 1:1 de type PbS2.
Par contre, la bande a` 338 nm est similaire a` un syste`me de type PbS3-PbS4 que l’on ren-
contre dans les prote´ines riches en cyste´ines [180] [178] [181]. Nous avons donc formation
de deux complexes successifs de type PbS2 et PbS4 ou PbS3. La pre´sence de ces complexes
a e´te´ mise en e´vidence par spectrome´trie de masse (Table 25).
Figure 58 – Dosage UV de P1 par Pb(II) (0-5 eqv) en tamp. Bis-Tris 20 mM, pH = 7 et
dosage retour par Zn(II) et Cd(II) (en haut a` droite), 298 K
L’ensemble des caracte´ristiques de spectroscopiques des complexes de P1 et P2 avec les
ions divalents, sont reporte´es table 26.
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P1 P2 PC
λ ∆ M−1 cm−1 λ ∆ M−1 cm−1 λ ∆ M−1 cm−1
1:1 HgPa 210 13 600 210 18 600 220 12 500
250 870 250 1500 250 1300
1:1 CdPa - - 220 10 000 221 13 000
1:1 PbPb 320 3000 310 3500 315 3100
1:2 PbP2
b 338 4000 - - 335 4000
1:2 CdP2
a 230 21 000 - - 240 25 000
Table 26 – Bandes LMCT caracte´ristiques S− → M2+ pour P1et P2, a= tamp. phos. 20
mM, pH 7.4 ; b = tamp. Bis-Tris 20 mM pH 7. ∆ = (MP )− (P )
Les re´sultats obtenus sont tre`s similaires a` ceux observe´s avec le peptide PC avec
cependant deux diffe´rences a` noter : P2 forme pre´fe´rentiellement des syste`mes MP ou` l’ion
me´tallique acquiert une coordination de type MS2 et P
1 a tendance a` former des syste`mes
M(P)2 ou` l’ion me´tallique posse`de un environnement de type MS3-MS4.
• Analyse des bandes LMCT S− → Pb2+ par le programme SPECFIT :
Les constantes d’affinite´ apparentes a` pH 7.4 des deux peptides vis a` vis du plomb(II)
ont e´te´ obtenues par analyse des dosages UV-visible de ces deux che´lateurs par Pb2+
sous logiciel SPECFIT [235] [236] [237] [238]. Les donne´es ont e´te´ traite´es en prenant
en compte toutes les espe`ces colore´es. L’affinite´ connue du tampon Bis-Tris pour le
plomb(II)(logβ11 = 4.32 [239] [240] est alors prise en compte. Ceci a permis d’obtenir les
constantes apparentes des complexes PbP ou PbP2 (Table 27).
Ensuite, l’affinite´ de ces peptides pour le Cd(II) et le Zn(II) a e´te´ obtenue par dosage
retour du complexe PbP pre´forme´ par les deux cations me´talliques souhaite´s. On observe
alors la bande LMCT S− → Pb2+ a` 320 nm qui de´croit lors de l’ajout de cation me´tallique.
Ces dosages retour confirment une rupture a` 0.5 eqv lors de l’ajout de Cd(II) sur P1 et
une rupture a` 1 eqv. (Fig 58) pour P2. De la meˆme manie`re, les donne´es obtenues ont e´te´
traite´es sous le logiciel SPECFIT en prenant en compte toutes les espe`ces colore´es a` savoir
le complexe PbP forme´, le complexe Pb(Bis-Tris) et selon le cas, le complexe Cd(Bis-Tris)
ou Zn(Bis-Tris) dont les constantes sont elles aussi connues (logβ11 = 2.47 (Cd),logβ11
= 2.38 (Zn) [239] [240]). Nous obtenons ainsi les constantes apparentes logβ a` pH = 7.4
des complexes CdP, CdP2 et ZnP (Table 27). Cette me´thode a e´te´ pre´ce´demment de´crite
par Godwin et coll. afin d’e´valuer l’affinite´ de la prote´ine GATA envers le plomb(II) et le
zinc(II) [178].
• Estimation de l’affinite´ des deux peptides pour le mercure(II)
Afin d’estimer l’affinite´ du mercure(II) pour ces deux cyclode´capeptides, le complexe CuP
a e´te´ pre´forme´ et dose´ par l’ion Hg2+. Nous observons alors par spectroscopie UV-visible
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la de´croissance de la bande LMCT S− → Cu+. Nous suivons la re´action :
CuP +Hg = HgP + Cu (25)
La constante apparente pour ce cation me´tallique n’est pas accessible directement, l’ajout
de Hg2+ sur les complexes pre´forme´s de cuivre(I) permet de l’estimer. Nous observons,
pour l’ajout d’un e´quivalent d’ion Hg2+, une disparition totale de la bande LMCT S− →
Cu+. Par rapport aux donne´es observe´es, si on estime que 3% du cuivre reste complexe´,
la constante apparente de HgP est supe´rieure a` logβCu + 3 (Table 27).
M log βpq P
1 P2 aPC
Pb(II) log β11 7.4(2) 7.1(1) 8.0(1)
log β12 11.9(5) - 12.5(7)
Cd(II) log β11 - 7.0(1) 9.2(1)
log β12 15.0(2) - 15.6(1)
Zn(II) log β11 6.6(1) 5.9(1) 6.8(2)
Hg(II) log β11
b > 18.7 > 17.5 > 19.4
Cu(I) log β11
b 16.7(1) 15.5(1) 17.4(1)
Table 27 – Constantes apparentes logβ a` pH = 7.0 pour les complexes avec P1, P2 et PC
(b = logβ mesure´es a` pH 7.4), a = [202]
Globalement les complexes forme´s avec P1 et P2 sont moins stables que ceux forme´s
avec PC . La position des cyste´ines en 2 et 7 dans la structure RAFT est donc moins favo-
rable a` la complexation. Cependant, la se´lectivite´ pour le cuivre(I) par rapport au zinc(II)
est conserve´e.
La diffe´rence observe´e entre P1 et P2 sur la nature des complexes forme´es peut eˆtre
explique´e par la pre´sence de trois fonctions acides de´protonne´es a` pH 7.4 qui rend P2
ne´gativement charge´. Ces trois charges ne´gatives semblent favoriser la formation des com-
plexes MP au de´triment des complexes M(P)2 qui sont trop charge´s et donc moins stables
(re´pulsions de charges trop importantes).
8 Conclusions et perspectives
Nous avons obtenu par synthe`se peptidique deux cyclode´capeptides RAFT compor-
tant deux coudes β de type II et deux cyste´ines en position 2 et 7. Ce mode`le permet
ainsi l’obtention d’une plate-forme peptidique posse´dant une partie ciblante et une partie
 active  sur deux faces diffe´rentes. Ces syste`mes sont plus rigides que le cyclode´capeptide
PC pre´ce´demment e´tudie´. Cette rigidite´ influence la complexation vis a` vis des diffe´rents
me´taux d10. La stabilite´ des complexes entre le peptide et l’ion me´tallique est globalement
plus faible avec P1 et P2 qu’avec PC (Fig 59).
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Figure 59 – Sche´matisation du roˆle des chaines late´rales des acides amine´s lors de la
complexation
La pre´sence de trois acides carboxyliques dans la se´quence peptidique de P2 entraˆıne
des re´pulsions de charges qui peuvent de´former le squelette peptidique et donc moins bien
positionner les thiols pour la complexation. Cela peut expliquer une baisse de l’affinite´
pour les me´taux d10 et favoriser essentiellement la formation de complexe de type MS2
pour tous les me´taux d10. Le cas de P1 est diffe´rent, il forme aussi bien des complexes 1
:1 dicoordine´s (pour Cu(I), Hg(II), Zn(II), Pb(II)) que des complexes de stœchiome´trie 1
:2 (pour Cd(II) et Pb(II)).
Malgre´ des constantes d’affinite´ plus faibles que celles observe´es avec le peptide PC ,
nous avons tout de meˆme maintenu une se´lectivite´ pour le cuivre(I) par rapport au zinc(II)
de dix ordres de grandeur. L’affinite´ vis a` vis du cuivre(I) est bonne si on la compare a`
celle du glutathion, compe´titeur e´ventuel intracellulaire (complexant de cuivre(I) dans les
cellules). Ces cyclode´capeptides sont donc inte´ressants pour obtenir des complexants intra-
cellulaire du Cu(I), et leur fonctionnalisation afin de pouvoir cibler les cellules he´patiques
selon le mode`le de´crit figure 60.
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Figure 60 – Structure possible pour un syste`me fonctionnalise´
Cette fonctionnalisation et l’inte´reˆt d’un tel syste`me pour la che´lation du cuivre dans
les cellules seront discute´s dans le chapitre V du manuscrit.
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9 Pre´ambule : Vers des che´lateurs du Cu(I) plus effi-
caces ?
Nous venons de voir dans la partie pre´ce´dente que des plates-formes peptidiques
portant deux cyste´ines permettent d’obtenir une affinite´ satisfaisante pour le cuivre(I)
(logβ11 ≈ 16, pH 7.4) et une bonne se´lectivite´ Cu(I)/Zn(II) (dix ordres de grandeur).
Au sein des me´tallochaperonnes, le cuivre(I) est coordine´ par deux cyste´ines du site de
fixation dans un arrangement S-Cu-S. Ces prote´ines posse`dent une affinite´ e´leve´e pour le
cuivre(I) mais qui leur permet ne´anmoins de pouvoir transfe´rer Cu+ a` leur prote´ine cible.
Au sein des me´tallothione´ines, l’environnement du cuivre(I) est diffe´rent. Le roˆle de ces
prote´ines est de se´questrer le cuivre(I) et elles posse`dent donc une meilleure affinite´ que
les me´tallochaperonnes. En effet, le cuivre(I) est complexe´ par trois cyste´ines dans un en-
vironnement CuS3, ce qui lui confe`re une affinite´ plus forte. Si on s’en re´fe`re aux prote´ines
du vivant, augmenter le nombre de cyste´ines afin de complexer plus fort le cuivre(I) semble
donc inte´ressant. De nouveaux che´lateurs contenant plus de cyste´ines pour augmenter l’af-
finite´ pour le cuivre(I) ont donc e´te´ e´labore´s.
Si nous augmentons le nombre de cyste´ines, nous augmentons l’effet che´late. Rappelons
que de nombreux ligands pre´sentant plusieurs atomes donneurs susceptibles de former
des liaisons avec un cation me´tallique, sont des ligands polydentes ou che´latants. Ceux-ci
109
forment des complexes me´talliques plus stables par rapport a` des ligands monodentes. Cet
effet stabilisant est essentiellement d’origine entropique. Passer de deux cyste´ines a` trois
ou quatre devrait donc augmenter la stabilite´ du complexe forme´ avec le Cu+.
Afin d’obtenir un syste`me concourant, c’est a` dire un syste`me ou` les thiolates des cyste´ines
convergent vers le cation me´tallique, nous avons de´cide´ de greffer des cyste´ines sur une
plate-forme chimique polyaminocarboxylates couramment utilise´s en chimie de coordina-
tion. Ces syste`mes sont des podands de faible poids mole´culaire (Fig 61).
S
S
S
CuPartie chélatante
 de l'ion métallique
S
S
S
Cu
S
Plate-forme chimique
Trigonal
CuS3
Tétrahédrique
CuS4
2 3
Figure 61 – Sche´matisation des syste`mes envisage´s
En effet, ces dernie`res anne´es de nombreux ligands a` base de polyaminocarboxylates en
tant que sondes luminescentes [241], agents che´latants pour l’imagerie me´dicale [242] [243]
ou che´lateurs d’ion uranyle [244]. . . ont e´te´ de´veloppe´s. Ces ligands ont e´galement e´te´ uti-
lise´s au sein de notre laboratoire comme plate-forme chimique. Des te´trapodes ou tripodes,
posse´dant des architectures varie´es contenant des he´te´rocycles azote´s [245], ont montre´ des
proprie´te´s de complexation inte´ressantes vis-a`-vis des lanthanides ou des actinides (gado-
linium pour l’IRM [245] [246] ou se´paration actinides/lanthanides [247] [248]).
Les polyaminocarboxylates posse`dent des fonctions acides carboxyliques qui peuvent re´agir
avec la fonction amine des cyste´ines pour former un lien amide. L’acce`s aux ligands envi-
sage´s semble donc aise´. La diversite´ de ces polyaminocarboxylates permet aussi d’obtenir
des podands d’architectures chimiques extreˆmement varie´s et de pouvoir e´tudier l’influence
de cette plate-forme chimique sur la complexation de divers cations me´talliques.
Nous avons donc envisage´ la synthe`se de tri et te´trapodes contenant trois ou quatre
cyste´ines en utilisant les plates-formes polyaminocarboxylates : le NTA (acide nitrilo-
triace´tique), le NOTA (acide 1,4,7-triazacyclononane-1,4,7-triace´tique) et l’EDTA (acide
e´thyle`ne diamine te´tra ace´tique) (Fig 62).
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Figure 62 – Structure des trois familles de podands envisage´s
L’ensemble des re´sultats pre´sente´s dans cette partie du manuscrit a fait l’objet d’un
de´poˆt de brevet : FR 09 01193 / US 12/403,806.
10 Synthe`se et caracte´risation des ligands
10.1 Synthe`se des diffe´rents podands
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Figure 63 – Strate´gies de synthe`se
Les diffe´rents podands ont e´te´ obtenus selon deux strate´gies de synthe`se :
- La strate´gie 1 : formation d’une liaison amide entre la fonction NH2 de la cyste´ine
et la fonction COOH de la plate-forme polyaminocarboxylate par couplage peptidique
en milieu homoge`ne suivi d’une de´protection des groupements trityles (cas du NTA et
EDTA, Fig 63).
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- La strate´gie 2 : substitution nucle´ophile sur les amines (cas du NOTA et EDTA,
Fig 63) par un de´rive´ haloge´ne´. Le produit Br(CH2CO)Cys(Trt)OEt est obtenu a`
partir de la cyste´ine et apre`s le´tape de substitution nucle´ophile, les trityles sont de´prote´ge´s.
Pour les deux strate´gies, afin d’e´viter des re´actions parasites notamment l’oxyda-
tion des fonctions thiols et la formation d’amides non de´sire´es, nous sommes partis de la
cyste´ine commerciale prote´ge´e par des groupement trityle au niveau de la fonction thiol
et par un ester e´thyliques sur la fonction acide carboxylique. Le groupement protecteur
trityle est supprime´ a` la dernie`re e´tape de la synthe`se dans des conditions classiques a`
savoir acide trifluoroace´tique (TFA) et trie´thylsilane (Et3SiH) afin de pie`ger les trityles
libe´re´s. La purification du produit est re´alise´e juste apre`s l’e´tape de de´protection des
fonctions thiols par HPLC pre´parative sur phase inverse avec un e´luant acide standard,
afin d’e´viter l’oxydation. Les produits sont ensuite stocke´s en BAG pour e´viter toute
oxydation. La fonction ester e´thylique est quant a` elle conserve´e.
Nous avons d’abord choisi d’introduire un ester e´thylique comme protection de la
fonction acide carboxylique de la cyste´ine (Fig 64). Cette protection est introduite lors
d’une re´action d’este´rification, de´crite dans la litte´rature, utilisant des conditions douces
(para-tolue`ne sulfonate d’e´thyle dans l’e´thanol) e´vitant ainsi l’e´pime´risation du carbone
asyme´trique [249].
NH2
COOEt
(C6H5)3CS
NH2
COOH
(C6H5)3CS
SO3Et
EtOH
rdt = 64%
Figure 64 – Synthe`se de la H-Cys(Trt)-OEt
10.1.1 Strate´gie 1 : Couplage peptidique entre la Cys(Trt)OEt et le polyami-
nocarboxylate
L’e´tape cle´ de la strate´gie 1 est le couplage peptidique en milieu homoge`ne entre la
cyste´ine convenablement prote´ge´e et le polyaminocarboxylate correspondant.
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Figure 65 – Synthe`se du NTA(Cys(OEt))3
Apre`s synthe`se de la H-Cys(Trt)OEt, celle-ci est greffe´e sur la plate-forme polyami-
nocarboxylate par couplage peptidique en milieu homoge`ne. De manie`re ge´ne´rale, les
couplages peptidiques en milieu homoge`ne se font dans la DMF en pre´sence d’activateurs
tels que la DCC (N-N’ -dicyclohexylcarbodiimide) et le HOBt [250]. Le couplage pepti-
dique est une substitution nucle´ophile d’une fonction amine primaire sur une fonction
acide carboxylique. La fonction acide est active´e par la DCC et forme un premier
interme´diaire. Celui-ci est ensuite attaque´ par le HOBt libe´rant alors une ure´e : la DCU
(N,N”-dicyclohexylure´e). L’interme´diaire 2, forme´ avec le HOBt, est plus re´actif et re´agit
plus aise´ment avec l’amine primaire de la cyste´ine.
Les premie`res re´actions de couplage re´alise´es sur le NTA et l’EDTA en pre´sence de DCC
ont permis d’obtenir les produits de couplages attendus cependant, les rendements obtenus
apre`s purification sont faibles, respectivement 34% et 21% pour le NTA et l’EDTA. Les
produits obtenus apre`s couplage sont relativement lipophyles puisqu’ils sont prote´ge´s par
des groupements trityles et e´thyles esters. Ils sont donc solubles en milieu organique.
La DCU libe´re´e au cours de la re´action est quant a` elle soluble en milieu aqueux mais
aussi partiellement en milieu organique. La se´paration, sur colonne chromatographique
sur silice, entre les produits souhaite´s et la DCU est alors difficile. Cela explique les
rendements faibles apre`s purification.
La DCC a donc e´te´ remplace´e par l’EDC (1-e´thyle-3-(3-dime´thyl-amino-
propyle)carbodiimide). Ce dernier joue le meˆme roˆle lors du couplage, mais l’EDU
(e´thyle-3-(3-dime´thyl-amino-propyle)ure´e) forme´e au cours de la re´action est soluble
essentiellement en milieu aqueux ou tre`s polaire.
Cependant, seul le couplage entre le NTA et la H-Cys(Trt)OEt donne un bon rendement
avec cette strate´gie de synthe`se (rdt = 82% sur l’e´tape de couplage des trois cyste´ines).
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Bien que l’utilisation de l’EDC ait augmente´ un peu le rendement lors du couplage sur
l’EDTA, ce dernier reste faible (rdt = 35%). Notons aussi que cette strate´gie n’a pas
e´te´ applique´e sur le NOTA. En effet, ce dernier n’est commercial que depuis peu et sa
synthe`se est fastidieuse et relativement couˆteuse [251] [252], nous avons donc choisi de
limiter le nombre d’e´tapes au de´part de ce produit et d’introduire le bras voulu via le
produit Br(CH2CO)Cys(Trt)OEt. La deuxie`me strate´gie a donc e´te´ utilise´e.
Le NTA(Cys(OEt))3 a finalement e´te´ obtenu apre`s une e´tape de de´protection des
groupements trityles et purification sur colonne HPLC pre´parative avec un rendement
global de 40% a` partir du NTA (Fig 65).
Le produit a e´te´ caracte´rise´ par ES-MS et RMN dans l’ace´tonitrile. Le spectre proton
indique une syme´trie C3 (Fig 66). Les protons du CH2 pre`s de l’azote apical et les protons
Hβ pre´sentent des signaux AB et ABX bien de´finis.
Figure 66 – Spectre proton du NTA(Cys(OEt))3, 500 MHz, CD3CN
10.1.2 Strate´gie 2 : substitution nucle´ophile sur les polyamines
Cette strate´gie de synthe`se ne´cessite au pre´alable la synthe`se du
Br(CH2CO)Cys(Trt)OEt. La synthe`se de ce produit (X(CH2CO)Cys(Trt)OEt) est
de´crite dans la litte´rature avec une H-Cys(Trt)OMe et un ω-bromo-chlorure d’acyle [253].
En milieu basique, l’amine primaire de la cyste´ine re´agit par subtitution nucle´ophile sur
le carbone du carbonyle et libe`re un bromure (Fig 67).
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O
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rdt = 99%
Br(CH2CO)Cys(Trt)OEt
Figure 67 – Synthe`se de Br(CH2CO)Cys(Trt)OEt
Le de´rive´ brome´ est obtenu avec un rendement brut de 99% et est utilise´ sans pu-
rification. Ce dernier re´agit ensuite avec les fonctions amines primaires ou secondaires
de l’e´thyle`ne diamine ou du triazacyclononane, en milieu basique selon un me´canisme de
substitution nucle´ophile (Fig 68)
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L2H3: EDTA(Cys(OEt,SH))3
L1H3: NOTA(Cys(OEt,SH))3
Figure 68 – Synthe`se de NOTA(Cys(OEt))3 et EDTA(Cys(OEt))4
Le compose´ NOTA(Cys(Trt)OEt)3 est obtenu, apre`s purification sur colonne chromato-
graphique, avec un rendement de 77%. Pour synthe´tiser le compose´ EDTA(Cys(Trt)OEt)4,
la base utilise´e pour favoriser la substitution nucle´ophile de l’atome de brome est la dii-
sopropyle´thylamine. Cette dernie`re a permis d’obtenir le compose´ EDTA(Cys(Trt)OEt)4
apre`s purification sur colonne chromatographique de silice avec un rendement de 81%.
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Les podands NOTA(Cys(OEt))3 et EDTA(Cys(OEt))4 ont e´te´ obtenus, apre`s l’e´tape
de de´protection des trityles et purification sur HPLC pre´parative, avec des rendements
globaux de 65% pour le de´rive´ NOTA et 21% pour le de´rive´ EDTA, a` partir des polyamines
correspondants. Notons que les spectres protons de ces deux compose´s montrent une
syme´trie C3 pour le NOTA(Cys(OEt)3 et C4 pour l’EDTA(Cys(OEt))4, en effet par RMN
1H les protons des bras sont chimiquement e´quivalents.
La synthe`se de trois podands comportant le meˆme re´sidu cyste´ine mais de´rive´ de
trois plates-formes chimiques diffe´rentes a ainsi e´te´ re´alise´e par deux voies de synthe`se
diffe´rentes. L’influence de cette plate-forme chimique vis-a`-vis de la complexation des ions
me´talliques d10 sera discute´e plus loin.
10.2 Modification de fonctions
Afin de mettre en e´vidence l’influence de la fonction (C=O)X adjacente a` la fonction
thiol sur la complexation des ions me´talliques, nous avons synthe´tise´ les de´rive´s amide
NTA(Cys(NH2))3 et acide NTA(Cys(OH))3. En effet, si ce tripode doit eˆtre fonctionnalise´
pour cibler le foie, la fonction ester risque d’eˆtre hydrolyse´e in-vivo en acide carboxylique.
Nous avons e´galement envisage´ la fonction amide car celle-ci devrait eˆtre stable in-vivo.
10.2.1 Synthe`se de deux autres podands de´rive´s du NTA
La synthe`se de ces deux nouveaux tripodes a e´te´ re´alise´e selon la strate´gie 1. Le
NTA(Cys(OH))3 a e´te´ obtenu a` partir du NTA(Cys(Trt)OEt)3. Ce dernier a e´te´ hydro-
lyse´ dans des conditions douces, a` savoir LiOH 1 M, pour e´viter toute e´pime´risation des
trois carbones asyme´triques. Le NTA(Cys(Trt)OH)3 a e´te´ obtenu avec un rendement de
86% sans purification. Apre`s l’e´tape de de´protection des trityles et purification par HPLC
pre´parative, le produit de´sire´ a e´te´ obtenu avec un rendement global de 62% a` partir du
NTA.
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Figure 69 – Synthe`se du NTA(Cys(OH))3
La synthe`se du NTA(Cys(NH2))3 a e´te´ re´alise´e selon le meˆme sche´ma re´actionnel que
le NTA(Cys(OEt))3. Nous sommes partis de la Cys(Trt)NH2, commerciale. Le compose´
prote´ge´ par les trityles n’a pas e´te´ purifie´ et le produit voulu a e´te´ obtenu apre`s purification
avec un rendement global de 34%. Notons que les spectres protons de ces nouveaux tripodes
montrent eux aussi une syme´trie C3 en solution.
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Figure 70 – Synthe`se du NTA(Cys(NH2))3
Sensibilite´ des produits a` l’oxyge`ne :
Comme nous l’avons vu au chapitre pre´ce´dent, les thiols sont tre`s sensibles a` l’oxyge`ne.
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Nous avons donc la` aussi travaille´ en boˆıte a` gants, en cuve et en tube RMN ferme´s
herme´tiquement pour e´viter toute oxydation e´ventuelle durant les diffe´rentes e´tudes.
10.3 De´termination du pKa des diffe´rentes fonctions dans la fa-
mille NTA
Des dosages potentiome´triques sur la famille NTA ont e´te´ re´alise´s afin de de´terminer
les valeurs des pKa des fonctions thiols et ainsi l’effet de la fonction adjacente : ester,
amide, acide, sur ces dernie`res.
Les tripodes NTA(Cys(OEt))3, et NTA(Cys(NH2))3 posse`dent quatre sites ayant des pro-
prie´te´s acido-basiques dans la gamme de pH e´tudie´e (2 < pH < 10.5), a` savoir les trois
fonctions thiols et l’azote apical. A pH < 7, les trois fonctions thiols sont protonne´es. Trois
ou quatre constantes de protonation ont e´te´ de´termine´es par potentiome´trie pour ces deux
podands. Dans le cas du NTA(Cys(OH))3, il existe trois fonctions acides carboxyliques a`
conside´rer, celles-ci sont de´protonne´es pour pH > 4.
L’e´tude de potentiome´trie a e´te´ re´alise´e de fac¸on classique par dosage pH-me´trique entre
pH = 2 et pH = 10.5, en BAG. Une solution aqueuse de tripode de concentration connue
(dosage par la me´thode de Ellman [223]) et de force ionique constante (KCl 0.1 M) est
dose´e par une solution de KOH 0.1 M. Le pH est mesure´ apre`s chaque ajout de base.
Un dosage retour par ajouts de HCl 0.1 M est effectue´ syste´matiquement. Le traitement
des donne´es des dosages aller et retour par le programme HYPERQUAD 2000 [254] a
permis de de´terminer les valeurs des pKa correspondant aux e´quilibres suivants (Cas du
NTA(Cys(OH))3) :
pKa6 LH
3+
6 + H2O = LH
2+
5 + H3O
+
pKa5 LH
2+
5 + H2O = LH
+
4 + H3O
+
pKa4 LH
+
4 + H2O = LH3 + H3O
+
pKa3 LH3 + H2O = LH
−
2 + H3O
+
pKa2 LH
−
2 + H2O = LH
2− + H3O
+
pKa1 LH
2− + H2O = L
3− + H3O
+
Notons que le de´rive´ ester n’est pas suffisamment soluble dans l’eau, il est donc
pre´alablement dissout dans un minimum d’ace´tonitrile (2%, v/v). La calibration de
l’e´lectrode pour le dosage du de´rive´ ester a e´te´ re´alise´e dans les meˆmes conditions que
le dosage.
Les valeurs des pKa sont rassemble´es dans le tableau 28 pour les trois ligands.
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NTA(Cys(OEt))3 NTA(Cys(NH2))3 NTA(Cys(OH))3
pKa1 9.4 10.2 10.6
pKa2 9.0 9.2 10.0
pKa3 8.1 8.5 9.2
pKa4 < 2.8 2.8 3.8
pKa5 3.3
pKa6 2.8
Table 28 – Valeurs des pKa pour les diffe´rentes tripodes de la famille NTA
Dans le cas du NTA(Cys(OH))3, les trois acidite´s les plus fortes sont attribue´es aux
fonctions acides carboxyliques. Les trois acidite´s les plus faibles sont attribue´es aux fonc-
tions thiols pour les trois tripodes.
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Figure 71 – Structure chimique du NTA (a` gauche) et du NTA(NH2)3 (a` droite)
La valeur des pKa des azotes apicaux est basse si on la compare a` celle du NTA
qui est de 9.73 (pKa1) [255] (Fig 71). Cependant, Siddons et coll. reportent, pour le
compose´ NTA(NH2)3, que la valeur du pKa de l’azote apical est de 2.6 (Fig 71) [256]. Le
groupement amide a donc un effet e´lectro-attracteur important sur l’azote ce qui abaisse
la valeur du pKa. Il n’est donc pas e´tonnant d’obtenir un pKa pour cet azote de 2.8 pour
le compose´ NTA(Cys(NH2))3. En ce qui concerne le NTA(Cys(OEt))3, la valeur est plus
basse et elle n’a pas pu eˆtre mesure´e dans nos conditions expe´rimentales (Fig 72). Pour le
NTA(Cys(OH))3, les valeurs des pKa des trois fonctions acides sont situe´es dans la meˆme
gamme de pH, ce qui a pu geˆner la mesure de la valeur du pKa de l’azote apical.
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Figure 72 – Dosage potentiome´trique du NTA(Cys(OEt))3 par KOH 0.1 M + 2 eqv. de
HCl (0.1 M) ajoute´ au de´but du dosage. (3 < pH < 10.5)
Les valeurs des pKa des acides carboxyliques du NTA(Cys(OH))3 sont en accord avec
les valeurs standards d’acides carboxyliques (pKa = 4-5). Les valeurs observe´es sont en
accord avec celles de´crites par Vogler et coll. sur le compose´ Ac-CysCys-OH pour lequel le
pKa de l’acide carboxylique est de 3.06 [257].
Si on conside`re comme re´fe´rence le pKa de la fonction thiol de la cyste´ine (pKa2 =
8.14), les valeurs mesure´es pour les trois tripodes sont bien plus fortes. Comme e´nonce´
pre´ce´demment, la protonation de la fonction amine de la cyste´ine rend le thiol plus acide
et donc abaisse sont pKa. Ceci n’est pas le cas dans les tripodes de´rive´s du NTA, les thiols
sont donc moins acides. Nous observons aussi une diffe´rence importante entre les trois
podands et donc une influence de la fonction ester, acide ou amide sur la valeur du pKa
du thiol. Les valeurs des pKa obtenues pour les de´rive´s ester et acide sont en accord avec
celles observe´es par Vogler et coll. sur leurs dipeptides (Table 29 [257]).
Peptides SH(1) SH(2) autres
Ac-CysCys-OH 10.2(8) 8.74(2) 3.06(7)(OH)
Ac-CysCys-OEt 9.32(4) 8.36(4)
Ac-CysCysGly-OEt 9.36(8) 8.38(3)
Table 29 – Valeurs des pKa des peptides de´crits par Vogler et coll. [257]
Les dipeptides cyste´ines acide et ester de la table 29 ont une diffe´rence de pKa1
de une unite´. Cette diffe´rence est aussi observe´e sur les tripodes NTA(Cys(OEt))3 et
NTA(Cys(OH))3. Les fonctions carboxylates sont charge´es ne´gativement, de ce fait, le thiol
posse`de une densite´ de charge importante et a donc un caracte`re plus basique que celui
du de´rive´ ester. Si on conside`re le tripeptide Ac-CysCysGly-OEt comparable au tripode
NTA(Cys(NH2))3, la diffe´rence des valeurs de pKa observe´s entre Ac-CysCys-OEt (de´rive´
ester) et Ac-CysCysGly-OEt (≈ de´rive´ amide) ne se voit pas pour ces peptides reporte´s
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par Vogler et coll. Par contre, dans le cas des tripodes, nous observons une diffe´rence
de 0.8 unite´ entre le pKa1 du NTA(Cys(OEt))3 et du NTA(Cys(NH2))3. Le groupement
Gly-OEt est donc plus e´lectro-attacteur que la fonction amide du NTA(Cys(NH2))3
adjacente au thiol et, la fonction ester du NTA(Cys(OEt))3, a donc un caracte`re plus
e´lectro-attacteur que l’amide du NTA(Cys(NH2))3. Le thiol posse`de ainsi une densite´
e´lectronique plus faible et est donc plus acide.
Les fonctions ester, acide et amide adjacentes aux groupements thiols ont donc une
influence sur la valeur des pKa de ces derniers. Les thiols se de´protonnent plus facilement
dans le cas de l’ester.
En re´sume´, nous avons obtenus deux se´ries de podands. Les voies de synthe`se
mises en œuvre sont efficaces, reproductibles et peu couˆteuses. Nous allons voir dans la
suite le roˆle de la plate-forme chimique sur la complexation des diffe´rents ions me´talliques
d10 puis celui de la fonction adjacente aux thiols dans les tripodes de la famille NTA sur
la formation des complexes.
11 Complexation du cuivre(I)
11.1 Roˆle de la plate-forme chimique
Le roˆle de la plate-forme chimique a e´te´ e´tudie´ sur les trois podands de´rive´s de la
cyste´ine ester. Les re´sultats de´crits dans cette partie sur le tripode NTA(Cys(OEt))3 ont
fait l’objet d’une communication dans le Journal of American Chemical Society (publica-
tion, fin du manuscrit).
11.1.1 UV-visible
Nous suivons l’e´volution de la bande LMCT vers 267 nm (orbitale p(Lig)→ orbitale
s(Cu(I)) [159]). Les re´actions observe´es sont rapides. Les dosages ont e´te´ re´alise´s en BAG
en tamp. phos. 20 mM/AcN (v/v = 9/1). La concentration des podands a e´te´ de´termine´e
par la me´thode d’Ellman [223].
Les dosages re´alise´s sur cette premie`re se´rie de podands (NTA(Cys(OEt))3,
NOTA(Cys(OEt))3, EDTA(Cys(OEt))4) mettent en e´vidence la croissance d’une bande
LMCT (267 nm) avec une rupture a` 2 eqv. de cations me´talliques pour les trois podands.
Cela indique la formation d’une espe`ce de type (Cu2L)x. Les coefficients d’extinction
a` 267 nm sont respectivement de 13 000, 14 600 et 16 000 M−1 cm−1 pour les de´rive´s
NTA, NOTA et EDTA. Si on conside`re un epsilon d’environ 5500/7000 M−1 cm−1 par
cyste´ine [159] [164], la valeur est en accord avec la formation d’un complexe de type
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(Cu2L)x.
L’apparition d’une autre bande vers les basses e´nergies indique la formation d’espe`ces
polynucle´aires. Cette bande a` 300 nm se manifeste de`s le de´but du dosage pour les podands
NOTA(Cys(OEt))3 et EDTA(Cys(OEt))4. Par contre pour le tripode NTA(Cys(OEt))3
cette bande apparait seulement apre`s 1 eqv. de Cu(I). Cela indique que les espe`ces
polynucle´aires se forment en solution en exce`s de cuivre (≥ 1eqv.) (Fig 73).
Figure 73 – Dosage UV-visible du NTA(Cys(OEt))3 par Cu
+ (0-4 eqv.) dans tamp. phos.
20 mM/AcN (v/v = 9/1), pH = 7.4, [Ligand] = 48 µM
En re´sume´, la rupture a` 2 eqv. de Cu+ pour les trois podands indique la formation d’une
espe`ce de type (Cu2L)x, corrobore´e par les valeurs des coefficients d’extinction. L’absence
ou la pre´sence de bandes a` basse e´nergie indique des comportements plus complique´s. A
ce stade, la spectroscopie UV-visible ne nous permet pas de conclure sur le type d’espe`ces
pre´sentes en solution.
11.1.2 Dichro¨ısme circulaire
Les dosages ont e´te´ re´alise´s en cuves ferme´es herme´tiquement dans les meˆmes conditions
que les dosages UV-visible (cf. 11.1.1).
Pour les trois podands, nous observons les bandes LMCT caracte´ristiques vers
260 et 280 nm [159] [163](Table 30). L’apparition d’une bande de plus basse e´nergie vers
340 nm est aussi observe´e. Cette bande est pre´sente de`s le de´but du dosage pour les
podands NOTA(Cys(OEt))3 et EDTA(Cys(OEt))4, mais n’apparait qu’apre`s 1 eqv. pour
le tripode NTA(Cys(OEt))3. Ces re´sultats confirment ceux obtenus en UV-visible.
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Cependant, les spectres dichro¨ıques des trois compose´s sont diffe´rents (Table 30).
L’e´volution des spectres des compose´s EDTA(Cys(OEt))4 et NOTA(Cys(OEt))3 est
relativement confuse et indique la formation de plusieurs espe`ces polynucle´aires en
solution.
Les spectres dichro¨ıques obtenus avec le tripode NTA(Cys(OEt))3 mettent clairement en
e´vidence la pre´sence de deux complexes distincts entre 0-1 eqv. et 1-2 eqv. de Cu+. En
effet, la pre´sence de trois points isodichro¨ıques (228, 249 et 276 nm) entre 0 et 1 eqv de
cation me´tallique, de´montre la pre´sence d’une espe`ce de type CuL en solution en e´quilibre
avec le ligand libre (Fig 74). La pre´sence de trois autres points isodichro¨ıques entre 1 et
2 eqv. de cation me´tallique mais de´cale´s vers les basses e´nergies (218, 252 et 325 nm),
de´montre que le premier complexe de type CuL se transforme en un seul autre complexe
de type (Cu2L)x (Fig 74 [258]).
Figure 74 – Dosage par dichro¨ısme circulaire du NTA(Cys(OEt))3 par Cu
+, 0-1 eqv. (en
haut) et 1-2 eqv. (en bas), dans tamp. phos. 20 mM/AcN (v/v = 9/1), pH = 7.4, [Ligand]
= 86 µM
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Podands Bandes UV et  M−1 cm−1 Bandes CD
NTA(Cys(OEt))3 267 nm,  = 13 000 268(+), 287(-)
apre`s 1 eqv. 340(+)
NOTA(Cys(OEt))3 266 nm,  = 14 600 275(+), 295(-), 347(+)
EDTA(Cys(OEt))4 267 nm,  = 16 000 267(-), 298(+), 345(-)
Table 30 – Donne´es spectroscopiques des complexes forme´s avec Cu(I)
Pour re´sumer, les spectres de dichro¨ısme circulaire des complexes de Cu(I) avec les
podands NOTA(Cys(OEt))3 et EDTA(Cys(OEt))4 mettent en e´vidence la formation de
plusieurs espe`ces polynucle´aires de cuivre(I). En revanche, les spectres obtenus avec le
NTA(Cys(OEt))3 de´montre l’existence d’une espe`ce mononucle´aire entre 0 et 1 eqv. de
cuivre (absence totale de bande de basse e´nergie) qui se transforme en une autre espe`ce
polynucle´aire, en exce`s de Cu(I).
Si nous regroupons les donne´es obtenues par UV-visible et dichro¨ısme circulaire, nous
pouvons dire que les complexes de Cu(I) forme´s avec les deux podands NOTA(Cys(OEt))3
et EDTA(Cys(OEt))4 sont des complexes polynucle´aires de type (Cu2L)x non clairement
de´finis [159] [163]. Pour le tripode NTA(Cys(OEt))3, un complexe mononucle´aire de type
CuL est forme´ en de´faut de cuivre(I) et se transforme en une espe`ce polynucle´aire de type
(Cu2L)x en exce`s de cation me´tallique [258].
11.1.3 Affinite´ de ces podands pour le cuivre(I)
Les mesures d’affinite´s ont e´te´ re´alise´es comme de´crites dans le chapitre pre´ce´dent (cf
7.1.3). Nous avons utilise´ le meˆme compe´titeur, le BCS [35] [201]. Les mesures ont e´te´
faites en BAG en tamp. phos. 20 mM/AcN (v/v = 9/1), a` pH 7.4.
Nous ne connaissons pas pre´cise´ment quelles sont les espe`ces forme´es pour les
podands NOTA(Cys(OEt))3 et EDTA(Cys(OEt))4, nous ne pouvons donc pas calculer de
manie`re pre´cise une constante apparente. Par contre, nous pouvons e´valuer l’affinite´ du
podand pour le Cu(I) en comparant la quantite´ de BCS ne´cessaire pour pouvoir de´placer
50% de cuivre. Plus pre´cisement, les complexes de cuivre(I) (0.9 eqv. de Cu+) ont e´te´
pre´forme´s, et nous regardons combien d’e´quivalent de BCS, par rapport au podand, sont
ne´cessaires pour de´placer 50% de Cu(I) initialement complexe´ par le podand (Fig 75).
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Figure 75 – Nombre d’e´quivalents de BCS ne´cessaire pour de´placer 50% de cuivre(I),
dans tamp. phos. 20 mM/AcN (v/v = 9/1), pH = 7.4, 298 K
Il faut huit fois plus de BCS pour de´placer 50% de cuivre(I) dans le cas du
NTA(Cys(OEt))3 que pour les deux autres podands. Il est donc e´vident que le tripode
NTA(Cys(OEt))3 posse`de une affinite´ pour le cuivre(I) beaucoup plus forte que les deux
autres.
En re´sume´, la nature de la plate-forme polyaminocarboxylate a un roˆle important
dans la formation des complexes. Les deux podands de´rive´s des plates-formes NOTA et
EDTA forment essentiellement en solution des espe`ces polynucle´aires de cuivre(I) qui
ne sont pas clairement de´finies et qui entraˆınent une affinite´ moins prononce´e pour le
cuivre(I). Par contre, le tripode NTA(Cys(OEt))3 pre´sente des proprie´te´s inte´ressantes.
Il montre non seulement une tre`s bonne affinite´ pour le cuivre(I) compare´e aux deux
autres, mais aussi une capacite´ a` former une espe`ce mononucle´aire CuL. La plate-forme
NTA posse`de un azote apical servant d’ancre chimique pour favoriser une convergence
maximale des trois thiolates vers le Cu+. Cette ancre paraˆıt favoriser la formation du
complexe mononucle´aire.
La modification de la fonction adjacente au thiol va-t-elle jouer sur cette pre´disposition,
que semble avoir le NTA(Cys(OEt))3, a` former des complexes de type CuL ?
11.2 Famille NTA : influence de la fonction adjacente au thiol
11.2.1 UV-visible
Les dosages ont e´te´ re´alise´s comme de´crits pre´ce´demment (cf. 11.1.1.). La bande LMCT
a` 267 nm croit et sature a` 2 eqv. de cation Cu+ pour les deux tripodes acide et amide.
Nous avons donc formation de complexes de type (Cu2L)x comme pre´ce´demment. Ceci est
corrobore´ par la valeur des cœfficients d’extinction mesure´s a` 267 nm en accord avec la
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formation d’espe`ces de type (Cu2L)x, respectivement de 13 800 et 12 200 M
−1 cm−1 pour le
NTA(Cys(NH2))3 et NTA(Cys(OH))3 (5500/7000 M
−1 cm−1 par cuivre lie´ [159] [164]). La
bande a` basse e´nergie a` 340 nm, correspondant a` des syste`mes polynucle´aires (interaction
Cu-Cu), apparaˆıt de`s le de´but du dosage pour le tripode NTA(Cys(OH))3. Par contre, elle
n’e´merge qu’apre`s 1 eqv. de Cu+ pour le tripode NTA(Cys(NH2))3. Notons que le dosage
UV-visible du compose´ amide ressemble beaucoup a` celui du tripode ester : rupture a`
2 eqv. pour la bande LMCT a` 267 nm, absence de bande a` 340 nm avant 1 eqv. de
cation me´tallique. Nous pouvons donc supposer un comportement similaire avec la` aussi,
formation d’une espe`ce mononucle´aire a` 1eqv. de Cu+ (Fig 76).
Figure 76 – Dosage du NTA(Cys(NH2))3 par ajouts de cuivre(I) (0-4 eqv.), dans tamp.
phos. 20 mM/AcN (v/v = 9/1), pH = 7.4, [Lig] = 49 µM
Ceci n’est pas le cas du NTA(Cys(OH))3 qui paraˆıt se comporter comme les de´rive´s
NOTA et EDTA avec formation d’espe`ces polynucle´aires en solution de`s les premiers ajouts
de Cu+.
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Figure 77 – Evolution des bandes a` 267 nm et 340 nm du NTA(Cys(OH))3 par ajouts de
cuivre(I) (0-4 eqv.), dans tamp. phos. 20 mM/AcN (v/v = 9/1), pH = 7.4, [Lig] = 52 µM
Ces premiers re´sultats obtenus par spectroscopie UV-visible mettent donc en e´vidence,
pour le de´rive´ amide, un comportement tre`s similaire au NTA(Cys(OEt))3 tandis que le
NTA(Cys(OH))3 semble plutoˆt former des complexes polynucle´aires.
11.2.2 Dichro¨ısme circulaire
Les dosages par dichro¨ısme circulaire ont e´te´ re´alise´s dans les meˆmes conditions que
pre´ce´demment (cf. 11.1.1).
Les bandes LMCT vers 256 et 280 nm sont observe´es pour les deux tripodes (Table 31).
Pour le NTA(Cys(OH))3, une bande de faible e´nergie a` 340 nm est pre´sente de`s le de´but
du dosage, ce qui confirme les re´sultats obtenus en UV-visible avec formation de syste`mes
polynucle´aires de`s les premiers ajouts de cuivre(I). Mais, le spectre dichro¨ıque ne nous
permet pas de donner la nucle´arite´ des espe`ces.
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Figure 78 – Dosage du NTA(Cys(OH))3 par ajout de cuivre(I) (0-2 eqv.), dans tamp.
phos. 20 mM/AcN (v/v = 9/1), pH = 7.4, [Lig] = 91 µM
Les bandes du spectre du NTA(Cys(NH2))3 se modifient comme celles du NTA ester,
elles croissent jusqu’a` 1 eqv. de Cu+ puis entre 1 et 2 eqv. de cation me´tallique. Comme
dans les spectres UV-visible, nous notons l’apparition d’une bande de basse e´nergie qu’a`
partir de 1 eqv. de Cu(I). Des points isodichro¨ıques sont e´galement observe´s comme pour
le NTA(Cys(OEt))3 (233, 270 nm et 272, 303 nm, Fig 79). Nous pouvons donc affirmer que
les deux de´rive´s ester et amide ont un comportement tre`s proche : formation d’un complexe
mononucle´aire dans un premier temps qui se transforme en une espe`ce polynucle´aire en
exce`s de Cu(I).
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Figure 79 – Dosage du NTA(Cys(NH2))3 par ajout de cuivre(I), 0-1 eqv. Cu(I) (en haut),
1-2 eqv Cu(I) (en bas), dans tamp. phos. 20 mM/AcN (v/v = 9/1), pH = 7.4, [Lig] = 99
µM
En re´sume´, les dosages UV-visible et de dichro¨ısme circulaire soulignent la formation
d’espe`ces polynucle´aires dans le cas du de´rive´ acide. Contrairement a` P2, les trois fonctions
acides carboxyliques ne favorisent pas la formation de complexe de stœchiome´trie 1:1, mais
celle de syste`mes plus complexes.
Le de´rive´ amide a un comportement tre`s similaire au de´rive´ ester. En effet, nous observons
dans les deux cas la formation d’une espe`ce mononucle´aire pour 1 eqv. de Cu+ qui se
transforme en une espe`ce polynucle´aire en exce`s de cation me´tallique.
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Podands Bandes UV et  M−1 cm−1 Bandes CD
NTA(Cys(OEt))3 267 nm,  = 13 000 268(+), 287(-)
apre`s 1 eqv. 340(+)
NTA(Cys(NH2))3 266 nm,  = 13 800 256(-), 282(+)
apre`s 1 eqv. 313(+), 341(+)
NTA(Cys(OH))3 267 nm,  = 12 200 256(-), 278(-), 343(+)
Table 31 – Donne´es spectroscopiques des complexes forme´s avec Cu(I) pour la famille
NTA
11.2.3 Analyse des spectres protons et mesure des cœfficients de diffusion par
RMN a` gradient de champ pulse´
Les mesures des cœfficients de diffusion ont e´te´ re´alise´es en tamp. phos. 20 mM
D2O/CD3CN (v/v = 9/1). Les solutions ont e´te´ pre´pare´es en BAG. Des aliquots d’une
solution me`re de Cu(I) ont e´te´ additionne´s au ligand et le spectre RMN 1H a e´te´ enregistre´
apre`s chaque ajout.
Spectres protons : Rappelons que les spectres protons des tripodes de´rive´s du NTA
ont chacun une syme´trie C3 dans laquelle les Hβ de la cyste´ine et les protons du NCH2
pre`s de l’azote apical pre´sentent des syste`mes ABX et AB bien re´solus.
Les spectres protons des NTA(Cys(OEt))3 et du NTA(Cys(NH2))3 montrent clairement la
formation du complexe de cuivre de`s les premiers ajouts de cation me´tallique. En effet a`
0.5 eqv. de Cu+, nous avons cœxistence a` 50% du ligand et du complexe de cuivre(I). La
cœxistence, a` 0.5 eqv. de cation me´tallique, de ces deux espe`ces, pre´sentant chacune des
re´sonances des protons tre`s fines, met en e´vidence un e´quilibre lent entre le ligand libre
et le complexe CuL (Fig 80). La complexation du cation me´tallique entraˆıne une forte
modification des syste`mes AB et ABX : ces protons sont diffe´rencie´s tre`s fortement dans
les complexes CuL comme l’indique les diffe´rences de de´placements chimiques (∆δ) dans
la table 32 [258]. Cela sugge`re que le complexe mononucle´aire adopte une conformation
rigide ou` les trois thiolates englobent le Cu+. Notons que le spectre du complexe CuL
posse`de la meˆme syme´trie C3 que le ligand libre pour les deux tripodes.
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∆ppm NCH2-CO CH2β-SH
L1 : NTA(Cys(OEt))3 0.06 0.06
CuL1 0.67 0.46
L2 : NTA(Cys(NH2))3 0 0.09
CuL2 0.59 0.49
Table 32 – Diffe´rences de de´placements chimiques observe´s pour les protons NCH2-
CO et CH2β-SH au sein du ligand libre et du complexe de cuivre, tamp. phos. 20 mM
D2O/CD3CN (v/v = 9/1), pH = 7.4, 500 MHz
Figure 80 – Spectres protons du NTA(Cys(NH2))3 (en haut) + 0.5 eqv.de Cu
+ et du
NTA(Cys(OEt))3 + 0.5 eqv. de Cu
+ (en bas), dans tamp. phos. 20 mM D2O/CD3CN (v/v
= 9/1), pH = 7.4, 500 MHz
Cependant, nous observons sur les spectres protons une le´ge`re diffe´rence dans la struc-
ture des deux complexes CuL. En effet, nous venons de voir que la complexation du
cuivre(I) entraˆınait un e´clatement des signaux du syste`me ABX des deux protons Hβ.
La pre´sence du cuivre relativement proche de ces deux protons n’a toutefois pas la meˆme
influence dans le cas du NTA(Cys(NH2))3 que dans celui du NTA(Cys(OEt))3. En effet
dans le cas du complexe CuNTA(Cys(NH2))3, nous observons un couplage
3J entre le Hα
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et un des Hβ de 11 Hz au lieu de 4 Hz mesure´ pour le ligand libre. Si on se re´fe`re a` la loi
de Karplus (e´quation (26), A = 7 Hz, C = 5 Hz), nous sommes dans le cas ou` l’angle entre
le Hα et un des Hβ est de 180
◦, donc, ces deux H sont en position antipe´riplanaire (anti)
(Fig 80).
3JHH = A+ cos θ + C cos 2θ (26)
Ce fort couplage n’est pas observe´ dans le complexe CuL du NTA(Cys(OEt))3. De plus,
le Hα, qui est en position cis de la fonction S-Cu, est fortement blinde´ dans le complexe
Cu-NTA(Cys(NH2))3.
Notons que les spectres protons se modifient en exce`s de cation me´tallique pour les deux
tripodes. L’apparition de signaux larges a` 1 eqv. de Cu+ souligne la formation d’une
nouvelle espe`ce en solution au de´triment du complexe mononucle´aire. Cette nouvelle espe`ce
posse`de, en solution, une dynamique interne rapide a` l’e´chelle de temps de la RMN (Fig
81) qui a e´te´ attribue´e a` la formation d’un syste`me polynucle´aire (confirme´e par la mesure
des cœfficients de diffusion comme nous le verrons plus loin).
Dans le cas du NTA(Cys(OH))3, des signaux larges et non re´solus sont observe´s de`s les
premiers ajouts de cuivre(I) et indiquent la pre´sence d’espe`ces polynucle´aires en solution.
Figure 81 – Spectres protons du NTA(Cys(OEt))3 avec 0, 0.5, 1 et 2 eqv.de Cu
+ dans
tamp. phos. 20 mM D2O/CD3CN (v/v = 9/1), pH = 7.4, 500 MHz, 298 K
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Me´thode de mesure des cœfficients de diffusion : Afin d’obtenir des informations
sur la mole´cularite´ des espe`ces en solution, nous avons mesure´ les cœfficients de diffusion
par RMN a` gradient de champ pulse´. En effet, cette me´thode est conside´re´e comme un bon
outil pour de´terminer en solution la pre´sence d’espe`ce monomole´culaire, bimole´culaire ou
oligome´rique [201] [259] [260] [261]. En effet, la constante de diffusion D peut eˆtre relie´e
au rayon hydrodynamique de la mole´cule par la relation de Stockes-Einstein (e´quation 27)
ou` k est la constante de boltzmann, T la tempe´rature absolue, η la viscosite´ et rH le rayon
hydrodynamique de l’espe`ce qui diffuse. On suppose que l’espe`ce diffusante est relativement
sphe´rique et que cette sphe`re diffuse a` la meˆme vitesse que les autres particules que l’on
examine.
D =
kT
6piηrH
(27)
La de´termination du cœfficient de diffusion D par RMN, pour des complexes et des ligands
de meˆme forme, est donc un moyen efficace pour de´duire la masse mole´culaire d’espe`ces
inconnues (i, Mi) en solution en prenant comme re´fe´rence une espe`ce connue mesure´e dans
les meˆmes conditions (ref, Mref ) (e´quation 28).
Di
Dref
= 3
√
Mref
Mi
(28)
Le cœfficient de diffusion D de´pend de la forme et de la taille des espe`ces, plus l’espe`ce est
grosse, plus elle diffuse lentement, plus le cœfficient de diffusion est petit.
Cette me´thode a e´te´ valide´e sur les complexes de mercure(II) et cuivre(I) obtenus avec le
peptide PC [201].
Re´sultats et interpre´tations : Les cœfficients de diffusion ont e´te´ mesure´s au cours
des dosages des ligands par le cuivre(I). Les cœfficients de diffusion obtenus confirment
la formation d’une espe`ce mononucle´aire avant 1 eqv. de cuivre(I) pour les deux de´rive´s
ester [258] et amide (cœfficient de diffusion tre`s proche du ligand libre). Elle confirme aussi
la formation d’une espe`ce polynucle´aire apre`s 1 eqv. de cation me´tallique pour les trois
tripodes (Table 33). En effet, le coefficient de diffusion mesure´ dans ce cas est plus petit que
celui du ligand libre, signe que l’espe`ce diffusante est beaucoup plus grosse. Dans le cas du
NTA(Cys(OEt))3, la nucle´arite´ de l’espe`ce polynucle´aire pre´sente apre`s 1 eqv. de cuivre(I)
a pu eˆtre de´termine´e. En effet, le cœfficient de diffusion [D(Cu2L)x ] = 2.0(1) × 10
−10 m2
s−1 indique la formation du complexe (Cu2L)x avec x = 3. Ce type de cluster Cu6S9 est
similaire a` ceux rencontre´s chez les MT sur leur domaine β [61] [52] ou` le cuivre(I) adopte
une ge´ome´trie trigonale.
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L1 :NTA(Cys(OEt))3
L1 CuL1 (Cu2L
1)x
D m2 s−1 3.20(4)×10−10 3.02(4)×10−10 2.0(1)×10−10
Masse 585 645 2126
the´orique (x = 3)
Masse 696(54) 2396(449)
expe´rimentale
L2 :NTA(Cys(NH2))3
L2 CuL2 (CuL2)x
D m2 s−1 3.40(4)×10−10 3.30(4)×10−10 1.86(1)×10−10
Masse 497 558 3108
the´orique (x = 5)
Masse 543(39) 3035(597)
expe´rimentale
L3 :NTA(Cys(OH))3
L3 CuL3 (CuL3)x
D m2 s−1 3.04(4)×10−10 2.0(1)×10−10
Masse 500 1874
the´orique (x = 3)
Masse 1756(333)
expe´rimentale
Table 33 – Mesures des coefficients de diffusion pour les complexes de cuivre(I) avec
les ligands NTA(Cys(NH2))3, NTA(Cys(OEt))3, NTA(Cys(OH))3, tamp. phos. 20 mM
D2O/CD3CN (v/v = 9/1), pH = 7.4, 500 MHz. Les masses expe´rimentales sont obtenues
par l’e´quation 28 en prenant comme re´fe´rence le ligand seul
11.2.4 Spectrome´trie de masse
La spectrome´trie de masse a e´te´ re´alise´e en tampon ace´tate d’ammonium 20 mM, pH 7.0.
Les spectres de masse ont e´te´ enregistre´s en mode positif. Les complexes sont pre´forme´s
en BAG et analyse´s rapidement en ES-MS.
Les complexes mononucle´aires (Cu(NTA(Cys(OEt))3)) et Cu(NTA(Cys(NH2)3))
ont e´te´ mis en e´vidence par spectrome´trie de masse. Comme observe´ en RMN, le complexe
CuL de´sorbe de`s les premiers ajouts de cuivre(I). Au cours du dosage, l’intensite´ du
complexe augmente pour donner majoritairement le complexe mononucle´aire a` 1 eqv. de
Cu+.
134
Figure 82 – Spectre de masse du NTA(Cys(NH2))3 + 0.75 eqv. de Cu
+, tamp. ace´tate
d’ammonium, 298 K, pH 7, enregistre´ en mode ne´gatif.
Dans le cas du NTA(Cys(OEt))3, les spectres de masse enregistre´s entre 1 et 2 eqv.
soulignent la pre´sence du cluster Cu6S9 (Fig 83).
Figure 83 – NTA(Cys(OEt))3 + 1 eqv. Cu
+ (A), NTA(Cys(OEt))3 + 2 eqv. Cu
+ (B),
tamp. ace´tate d’ammonuim, pH 7.0, mode positif, 298 K
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Complexes NTA(Cys(OEt))3 NTA(Cys(NH2))3
[L+Cu+]2− 645 557.9
[3L-4H++6Cu+]2+ 1065
Table 34 – Complexes de cuivre(I) vus lors de dosages par ES-MS, tamp. ace´tate d’am-
monium, pH = 7.0
Dans le cas des tripodes NTA(Cys(NH2))3 et NTA(Cys(OH))3, pour 2 eqv. de Cu
+, les
spectres de masse mettent en e´vidence la formation de complexes polynucle´aires comme
observe´ en RMN proton.
11.2.5 Mise en e´vidence de liaisons hydroge`nes intramole´culaires par RMN
proton
Nous avons vu que les spectres protons des complexes Cu(NTA(Cys(OEt))3) et
Cu(NTA(Cys(NH2))3), e´taient bien de´finis et que les signaux des me´thyle`nes e´taient tre`s
diffe´rencie´s par rapport a` ceux des ligands libres. Cela souligne une certaine rigidite´ des
complexes mononucle´aires forme´s. Cette rigidite´ peut-elle s’expliquer par la pre´sence de
liaisons hydroge`nes dans la partie supe´rieure du complexe entre les fonctions amides de
deux bras diffe´rents (NHbras(i) - - - O=Cbras(i+1), Fig 85) ?
Pour ve´rifier cela, des e´tudes en tempe´rature par RMN proton ont e´te´ re´alise´es. Comme
e´nonce´ partie 6.3.2, il est ave´re´ que la mesure des de´placements chimiques des NH en
fonction de la tempe´rature est un bon outil pour de´terminer si les NH en question sont
expose´s au solvant (interactions avec ce dernier) ou implique´s dans une liaison hydroge`ne
intramole´culaire [226] [227] [228] [229].
Nous avons vu pre´ce´demment que les spectres RMN protons des complexes pre´sentaient
eux aussi une syme´trie C3 comme les ligands libres. Dans cette syme´trie, les trois bras du
tripode sont e´quivalents et un seul signal est donc obtenu pour les trois protons amide.
Figure 84 – Visualisation de la syme´trie C3 dans le cas du NTA(Cys(OEt))3 pour le
complexe CuL, S en jaune, Cu en violet, N en bleu
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Les tubes RMN ont e´te´ pre´pare´s en BAG, dans tamp. phos. 20 mM H2O/D2O/CD3CN
(v/v/v = 8/1/1). La me´thode du watergate [224] a e´te´ utilise´e pour atte´nuer le signal de
H2O.
Les mesures montrent clairement la pre´sence de liaisons hydroge`nes au sein des
complexes de type CuL non pre´sentes dans la structure du ligand a` l’e´tat libre (Table 35).
En effet, il a e´te´ montre´ que pour un cœfficient de tempe´rature, en valeur absolue, infe´rieur
a` 3-4 ppb/◦C, il existe une liaison hydroge`ne intramole´culaire [226] [230] [231] [232].
La complexation du cation me´tallique favorise donc la formation de liaisons hydroge`nes
intramole´culaires. Par contre dans le cas du NTA(Cys(NH2))3, les NH2 ne sont pas
implique´s dans des liaisons hydroge`nes intramole´culaires.
NH |∆δppm
∆T |, ppb/K
NH(L1) 6.8
NH(CuL1) 0.8
NH(L2) 6.6
NH(CuL2) 0.1
NH2(L
2) 7.1
NH2(CuL
2) 6.9
NH2(L
2) 8.1
NH2(CuL
2) 7.6
Table 35 – Cœfficients de tempe´rature pour les ligands libres et les complexes CuL
avec L1 = NTA(Cys(OEt))3 et L
2 = NTA(Cys(NH2))3, dans tamp. phos. 20 mM
H2O/D2O/CD3CN (v/v/v = 8/1/1), pH = 7.4, 278-318 K
Des mode´lisations de la structure des complexes avec le logiciel chem3D ont e´te´ re´alise´es
afin de voir si de telles liaisons hydroge`nes e´taient compatibles avec les structures. Pour cela,
nous avons impose´ au complexe une syme´trie C3, syme´trie observe´e par RMN proton (Fig
80). Nous avons aussi impose´ une ge´ome´trie trigonale plane de type CuS3 au cuivre(I) :
nous avons fixe´ les distances Cu-S = 2.25 A˚ et les angles S-Cu-S de 120◦ connus de la
litte´rature [170].
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Figure 85 – Mode´lisation par le logiciel Chem3D du complexe Cu-NTA(Cys(OEt))3 en
imposant une syme´trie C3 et une coordination CuS3. Visualisation des trois liaisons hy-
droge`nes (en jaune atome S, en rouge atome O, en bleu atome N et en blanc atome H).
Par cette mode´lisation, nous voyons tout d’abord que le syste`me adopte aise´ment
un environnement trigonal pour le cuivre(I) tout en gardant une syme´trie C3 pour le
ligand. Les distances NHbras(i)- - -O=Cbras(i+1) sont en accord avec l’existence de liaisons
hydroge`nes faibles (Fig 85) comme le montre les donne´es de la table 36 [262] [263].
Simulation Chem3D Valeurs the´oriques [262] [263]
dist(H- - -O=C)A˚ 3.1 2.2-3.2
dist(N(H)- - -O=C)A˚ 3.9 3.2-4.0
angles NH- - -O=C, ◦ 137 90-150
Table 36 – Caracte´ristiques des liaisons hydroge`nes
La syme´trie C3 du complexe en solution peut e´galement n’eˆtre qu’une syme´trie appa-
rente moyenne entre des conforme`res de plus basse syme´trie, dans lesquels seulement deux
liaisons hydroge`nes intramole´culaires fortes seraient forme´es (rapprochement de deux bras
du tripode).
11.2.6 Affinite´ des tripodes pour le cuivre(I)
Les mesures d’affinite´ ont e´te´ re´alise´es, comme e´nonce´ pre´ce´demment (cf 11.1.3), en
utilisant un compe´titeur le BCS [35] [201]. Les complexes de cuivre(I) (0.9 eqv. de Cu+)
ont e´te´ pre´forme´s et du BCS a e´te´ ajoute´. Le suivi UV-visible a e´te´ re´alise´ en BAG en
tamp. phos. 20 mM/AcN (v/v= 9/1), pH 7.4.
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Les espe`ces polynucle´aires qui se forment dans le cas du NTA(Cys(OH))3 ne
sont pas pre´cise´ment connues et les constantes d’affinite´s ne peuvent donc eˆtre calcule´es.
Une comparaison du nombre d’e´quivalents de BCS qu’il faut ajouter au complexe de
cuivre(I) pour pouvoir de´placer 50% de ce dernier permet ne´anmoins de comparer
qualitativement les trois ligands.
Figure 86 – Nombre d’e´quivalents de BCS, par rapport aux ligands, ne´cessaire pour
de´placer 50% de cuivre(I), dans tamp. phos. 20 mM/AcN (v/v = 9/1), pH = 7.4
Les deux tripodes NTA(Cys(OEt))3 et NTA(Cys(NH2))3 pre´sentent une affinite´ large-
ment supe´rieure a` celle du NTA(Cys(OH))3 pour le cuivre(I) (Fig 86). Ce dernier a aussi
une affinite´ plus basse que les de´rive´s NOTA et EDTA (dans les meˆmes conditions, 10 eqv.
de BCS ne´cessaires). Cette diffe´rence d’affinite´ peut s’expliquer par la pre´sence des trois
fonctions carboxyliques. En effet, comme nous l’avons vu pour P2, ces fonctions a` pH 7.4
sont de´protonne´es et charge´es ne´gativement. Il peut donc y avoir des re´pulsions de charges
entre les trois carboxylates, qui de´stabilisent ainsi les complexes de cuivre(I).
Les deux tripodes de´rive´s ester et amide ont par contre des affinite´s similaires. En effet,
pour le NTA(Cys(OEt))3, il faut ajouter 80 eqv. de BCS sur le complexe CuL pour pouvoir
de´placer 50% de cation me´tallique et il en faut 50 eqv. dans le cas du NTA(Cys(NH2))3.
Nous avons de´montre´ qu’a` 0.9 eqv. de Cu+, ces tripodes forment un complexe mono-
nucle´aire CuL, les constantes d’affinite´ apparentes logβ11 a` pH = 7.4 peuvent donc eˆtre
calcule´es selon l’e´quation 29 :
CuL+ 2BCS2− = L+ Cu(BCS)3−2 (29)
Les constantes apparentes logβ11 a` pH = 7.4 pour les deux tripodes amide et ester sont
tre`s proches, respectivement de 18.8 et 19.2 (Table 37) meˆme s’il semble que le de´rive´
amide ait une affinite´ le´ge`rement plus basse a` pH = 7.4. Par contre, si on compare ces
deux constantes apparentes avec celle obtenue pour PC [201], il est clair que ces deux
che´lateurs ont une affinite´ nettement supe´rieure aux cyclode´capeptides mode`les de la boucle
de liaison des me´tallochaperonnes du vivant comme Atox1. L’environnement CuS3 permet
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donc d’obtenir des complexes nettement plus stables. De plus, la pre´sence de liaisons
hydroge`nes intramole´culaires au sein du complexe CuL contribue e´galement a` sa stabilite´.
CuL NTA(Cys(OEt))3 NTA(Cys(NH2))3 P
C (mime d’Atx1)
log βapppH7.4 19.2 18.8 17.4
log β110 23.6
∗ 24.5∗ 20.1∗∗
Table 37 – Constantes apparentes logβ11 pour les complexes CuL a` pH = 7.4, et constantes
logβ110 calcule´es a` partir des valeurs des pKa mesure´s
∗, (∗∗, calcule´e avec des valeurs de
pKa classiques de cyste´ines dans des peptides a` savoir 9 et 8.5)
11.2.7 Comparaison aux che´lateurs connus
Nous avons e´labore´ des che´lateurs posse´dant une tre`s forte affinite´ pour le cuivre(I)
compare´ a` PC . Mais qu’en est-il si on les compare aux che´lateurs connus, a` savoir la D-Pen
et le BAL ?
Dans la litte´rature, peu de donne´es sont rapporte´es sur les affinite´s de ces che´lateurs pour le
cuivre (base de donne´es de Smith et Martell [264]). Des e´tudes de spectroscopie UV-visible
et de masse, sur ces che´lateurs commerciaux, ont e´te´ re´alise´es au laboratoire et mettent en
e´vidence un comportement complique´ de ces ligands par la formation de plusieurs espe`ces
polynucle´aires avec le cuivre(I).
Afin d’e´valuer l’affinite´ de ces che´lateurs pour l’ion Cu+, nous avons re´alise´ par UV-visible
des compe´titions en pre´sence de BCS (Figure 87).
Figure 87 – Nombre d’e´quivalents de BCS, par rapport au ligand, ne´cessaires pour
de´placer 50% de cuivre(I), dans tamp. phos. 20 mM/AcN (v/v = 9/1), pH = 7.4
Les deux tripodes montrent la` aussi une tre`s forte affinite´ (dans le cas du de´rive´ ester,
16 fois plus d’eqv. de BCS par rapport au BAL et 80 fois plus par rapport a` la D-Pen)
pour le cuivre(I) compare´e aux che´lateurs commerciaux connus et utilise´s pour la maladie
de Wilson.
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11.3 Conclusion sur la complexation de ces cinq podands vis-a`-
vis du cuivre(I)
Dans cette partie, nous avons vu que les deux podands NOTA(Cys(OEt))3 et
EDTA(Cys(OEt))4 ont un comportement complique´ vis-a`-vis du cuivre(I) et forment des
espe`ces polynucle´aires en solution. Leur affinite´ pour ce cation me´tallique n’est pas tre`s
forte.
Le tripode NTA(Cys(OEt))3 posse`de, quant a` lui, une pre´disposition a` former un complexe
mononucle´aire avant 1 eqv. de cuivre(I) et un complexe polynucle´aire (Cu2L)x avec x = 3
en exce´s de Cu+. Cette pre´disposition a` former un complexe mononucle´aire CuL a aussi
e´te´ observe´e dans le cas du NTA(Cys(NH2))3. Des e´tudes comple´mentaires par RMN per-
mettent de sugge´rer que cette capacite´ a` former une espe`ce mononucle´aire CuL, vient de
la parfaite adaptation du ligand a` la coordination trigonale du cuivre(I). La structure du
complexe est en effet stabilise´e par un re´seau de liaisons hydroge`nes intramole´culaires entre
les NH et les CO situe´s dans la partie supe´rieure du complexe mononucle´aire. La stabilite´
d’un tel complexe entraˆıne une forte affinite´ pour le cuivre(I), plus forte que celle obtenue
pour PC . La pre´sence de carboxylates sur le NTA(Cys(OH))3, qui semble induire comme
pour P2 une instabilite´ des complexes (re´pulsion de charge), et la formation de complexes
en solution non de´finis, entraˆınent une affinite´ plus faible pour le cation me´tallique sou-
haite´.
En re´sume´, nous avons donc e´labore´ de nouveaux che´lateurs capables de former en pro-
portion stœchiome´trique un complexe CuL pre´sentant une affinite´ pour Cu+ largement
supe´rieure a` celle des che´lateurs connus de ce cation comme le BAL ou la D-Pen.
12 Complexation du mercure(II)
Nous avons vu (cf. 3.2.3) que le mercure(II) appre´ciait dans certains cas un environne-
ment trigonal HgS3. Voyons si les tripodes synthe´tise´s peuvent favoriser cet environnement
comme les peptides TRI de´veloppe´s par Pecoraro et coll [188].
12.1 Famille NTA
Nous venons de voir que les deux tripodes NTA(Cys(OEt))3 et NTA(Cys(NH2))3 for-
maient des complexes mononucle´aires avec le cuivre(I) ou` celui-ci adopte une ge´ome´trie
trigonale. Ces complexes be´ne´ficient dans leur partie supe´rieure d’un re´seau de liaisons
hydroge`nes intramole´culaires qui contribuent a` la stabilite´. Comme le cuivre(I) et le mer-
cure(II) ont des proprie´te´s similaires, nous pouvons espe´rer obtenir les meˆmes re´sultats
avec le cation Hg2+.
141
12.1.1 Spectroscopie UV-visible
Les dosages UV-visible ont e´te´ faits en BAG en tamp. phos. 20 mM, pH = 7.4.
Nous avons vu dans le chapitre II que les complexes de type HgS3 posse`dent
une bande LMCT caracte´ristique autour de 247 nm [190] [191]. Les dosages re´alise´s sur
les trois tripodes de´rive´s du NTA montrent clairement une bande a` 243 nm. Deux autres
bandes sont a` noter, une vers 290 nm et une plus ou moins prononce´e a` 223 nm. Ces
trois bandes croissent jusqu’a` 1 eqv. de cation me´tallique. Ces bandes sont aussi observe´es
dans le cas des peptides TRI [193] et dans le cas de MerR [186]. De plus, les coefficients
d’extinction molaire mesure´s pour ces trois bandes LMCT dans le cas des trois tripodes
sont en accord avec les valeurs de´crites dans la litte´rature pour des syste`mes HgS3 (Table
38). Les deux tripodes NTA(Cys(OEt))3 et NTA(Cys(NH2))3 pre´sentent des valeurs de
cœfficients d’extinction molaire relativement proches, le NTA(Cys(OH))3 a, quant a` lui,
des valeurs un peu plus faibles surtout pour la bande LMCT a` 243 nm.
Syste`mes Bandes LMCT (nm) coefficient d’extinction (M−1 cm−1)
Hg-NTA(Cys(OEt))3 223 16 800
243 15 400
290 5730
Hg-NTA(Cys(NH2))3 223 16 780
243 15 670
290 6250
Hg-NTA(Cys(OH))3 223 16 490
243 11 690
290 4760
aHg-(TRIL12C)3
− 230 21 300
247 15 000
297 5500
Table 38 – Caracte´ristiques UV-visible des syste`mes HgL pour les trois tripodes, a` pH =
7.4, tamp. phos. 20 mM,a [193]
En exce`s de mercure(II), nous observons la disparition des bandes a` 243 et 290 nm
caracte´ristiques de l’environnement HgS3. Une seconde rupture a ainsi lieu a` 1.5 eqv.
Cette e´volution est caracte´ristique du passage de l’environnement HgS3 a` HgS2 en exce`s
de mercure(II) (complexes de type (Hg3L2)x en solution qui ont tendance a` pre´cipiter).
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Figure 88 – Dosage UV-visible du NTA(Cys(OEt))3 par Hg(II), dans tamp. phos. 20
mM/AcN (v/v = 9/1), pH = 7.4, [Lig] = 35 µM
En re´sume´, la pre´sence de la bande LMCT a` 243 nm avec un 243nm autour 15 000
M−1 cm−1 indique la formation de complexes HgS3. Il semble donc qu’un complexe mo-
nonucle´aire soit forme´ en proportion stœchiome´trique pour les trois tripodes. En exce`s de
cation me´tallique, une e´volution vers un environnement bicoordine´ HgS2 dans des com-
plexes (Hg3L2)x est observe´e.
12.1.2 Analyse des spectres protons et mesure des cœfficients de diffusion par
RMN a` gradient de champ pulse´
Les e´chantillons ont e´te´ pre´pare´s en BAG, en tampon phosphate D2O 20 mM/CD3CN
(v/v = 9/1), pH 7.4. Les mesures ont e´te´ faites a` 500 MHz.
L’analyse des spectres protons confirme la formation d’espe`ces mononucle´aires
HgL pour les tripodes NTA(Cys(OEt))3 et NTA(Cys(NH2))3. En effet, celle-ci re´ve`le un
spectre proton diffe´rent de celui du ligand libre et parfaitement de´fini pour 1 eqv. de
cation me´tallique (Fig 89). Les deux spectres des complexes HgL pre´sentent une syme´trie
C3 et montrent eux aussi un e´clatement des signaux des syste`mes ABX et AB des protons
Hβ et CH2 pre`s de l’azote apical (Table 39). Il semblerait que les complexes HgL posse`dent
une rigidite´ similaire a` celle des complexes CuL.
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Figure 89 – Comparaison des spectres du NTA(Cys(NH2))3 et du complexe Hg-
NTA(Cys(NH2))3, dans tamp. phos. 20 mM D2O/CD3CN (v/v = 9/1), pH = 7.4, 500
MHz, 298 K
∆ppm NCH2-CO CH2β-SH
L1 : NTA(Cys(OEt))3 0.06 0.06
HgL1 0.65 0.53
L2 : NTA(Cys(NH2))3 0 0.09
HgL2 0.43 0.15
Table 39 – Diffe´rence de de´placements chimiques observe´e pour les protons NCH2-CO
et CH2β-SH au sein du ligand libre et du complexe de mercure, tamp. phos. 20 mM
D2O/CD3CN (v/v = 9/1), pH = 7.4, 500 MHz
Cependant, l’e´clatement des signaux des Hβ est moins prononce´ dans le cas du
complexe Hg-NTA(Cys(NH2))3.
Notons aussi que Hg2+ semble eˆtre plus labile au sein du complexe Hg-NTA(Cys(NH2))3
que dans le complexe Hg-NTA(Cys(OEt))3 pour lequel un e´quilibre lent entre la forme
libre du ligand et la forme complexe´e est observe´. Cet e´quilibre lent est mis en e´vidence
par la cœxistence des deux espe`ces a` 0.5 eqv. Cela n’est pas observe´ pour le ligand
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NTA(Cys(NH2))3 dont le spectre tre`s large ne s’affine qu’a` 1 eqv. de cation Hg
2+.
Nous avons dans ce cas un e´quilibre rapide entre la forme libre et la forme complexe´e.
Par ailleurs, meˆme si l’e´quilibre est lent dans le cas du ligand NTA(Cys(OEt))3, il est
cependant plus rapide que celui observe´ entre le ligand libre et le complexe CuL. En effet,
a` 0.5 eqv. le spectre du complexe mononucle´aire HgL est moins fin que celui du complexe
CuL ; la meˆme tendance est observe´e dans le cas du NTA(Cys(NH2))3.
Les spectres protons enregistre´s lors des ajouts de cation Hg2+ sur le ligand
NTA(Cys(OH))3 montrent une dynamique rapide en solution, avec pre´sence de si-
gnaux larges non affine´s a` 1eqv. de Hg(II).
Afin de ve´rifier la mole´cularite´ des espe`ces en solution, nous avons re´alise´ des mesures
de cœfficients de diffusion par RMN a` gradient de champ pulse´ [259] [260] [201] [258].
La mesure des cœfficients de diffusion montre clairement la formation de complexes
mononucle´aires avec les trois tripodes de´rive´s du NTA (Table 40).
L1 :NTA(Cys(OEt))3 L
2 :NTA(Cys(NH2))3 L
3 :NTA(Cys(OH))3
L1 HgL1 L2 HgL2 L3 HgL3
D ×10−10(m2 s−1) 3.20(4) 2.75(4) 3.41(4) 2.98(4) 3.0(4) 2.60(4)
Masse the´orique 585 782 497 695 500 698
Masse expe´rimentale 922(75) 738(56) 768(66)
Table 40 – Mesures des cœfficients de diffusion pour les complexes Hg-NTA(Cys(NH2))3,
Hg-NTA(Cys(OEt))3 et Hg-NTA(Cys(OH))3, tamp. phos. 20 mM D2O/CD3CN (v/v =
9/1), pH = 7.4, 500 MHz, 298 K
En exce`s de mercure(II) et a` la concentration ne´cessaire a` l’aquisition des spectres (1-2
mM), les espe`ces en solutions pre´cipitent et le milieu se trouble le´ge`rement, une analyse
est donc difficile par RMN proton.
12.1.3 Complexes HgL visualise´s par ES-MS
Les e´chantillons ont e´te´ pre´pare´s en tampon ace´tate d’ammonium 20 mM, pH = 7.0.
Les spectres de masse confirment la formation d’espe`ces mononucle´aires dans le
cas des trois tripodes de´rive´s du NTA (Table 41, Fig 90).
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Hg-NTA(Cys(OEt))3 Hg-NTA(Cys(NH2))3 Hg-NTA(Cys(OH))3
(-)ESMS (+)ESMS (-)ESMS (-)ESMS (+)ESMS
783 785 696.0 699 701
Table 41 – Complexes Hg-NTA(Cys(NH2))3, Hg-NTA(Cys(OEt))3 et Hg-
NTA(Cys(OH))3, enregistre´s par ES-MS, tamp. ace´tate d’ammonium 20 mM, pH =
7.0, 298 K
Figure 90 – Spectre de masse du NTA(Cys(NH2))3 + 1 eqv. de Hg
2+, tamp. ace´tate
d’ammonium, 298 K, pH 7, enregistre´ en mode ne´gatif
En exce`s de mercure, la formation de complexes multinucle´aires est observe´e.
En conclusion de ces trois parties, nous avons formation d’une espe`ce mononucle´aire HgL
dans le cas des trois tripodes. Au sein de ce complexe, le mercure semble bien adopter une
ge´ome´trie trigonale (bande a` 247 nm avec  ≈ 15 000 M−1 cm−1). Les spectres protons
soulignent, dans le cas des de´rive´s ester et amide, une rigidite´ apparente du complexe mo-
nonucle´aire (e´clatement de certains signaux). Voyons si cette rigidite´ est due a` la formation
de liaisons hydroge`nes intramole´culaires.
12.1.4 Mise en e´vidence de liaisons hydroge`nes intramole´culaires par RMN
proton
Les mesures ont e´te´ faites en utilisant la me´thode de suppression de solvant water-
gate, a` 500 MHz. Les e´chantillons ont e´te´ pre´pare´s en BAG en tamp. phos. 20 mM
H2O/D2O/CD3CN (v/v/v = 8/1/1), pH = 7.4
La de´termination des cœfficients de tempe´rature souligne l’existence de liaisons
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hydroge`nes intramole´culaires impliquant les protons NH des amides dans la partie
supe´rieure des complexes mononucle´aires de Hg(II) (Table 42).
NH/NH2 |
∆δppm
∆T |, ppb/K
NH(L1) 7.1
NH(HgL1) 1.9
NH(L2) 6.4
NH(HgL2) 0.1
NH2(L
2) 6.7
NH2(HgL
2) 5.9
NH2(L
2) 6.8
NH2(HgL
2) 4.8
Table 42 – Cœfficients de tempe´rature pour les ligands libres et les complexes HgL avec L1
= NTA(Cys(OEt))3 et L
2 = NTA(Cys(NH2))3, dans H2O/D2O/CD3CN (v/v/v = 8/1/1),
pH = 7.1-7.2, 500 MHz, 278-318 K
Notons que le cœfficient de tempe´rature du NH dans le complexe Hg-NTA(Cys(NH2))3
est plus faible que celui dans le complexe du NTA(Cys(OEt))3. Cependant nous ne pou-
vons conclure sur la force de la liaison hydroge`ne.
En re´sume´, nous formons des complexes mononucle´aires ou` le mercure acquiert une
ge´ome´trie trigonale et ou` la complexation de ce cation me´tallique favorise la formation
de liaisons hydroge`nes intramole´culaires (dans le cas des de´rive´s ester et amide). Nous
allons donc e´valuer la stabilite´ de ces complexes vis-a`-vis du pH.
12.1.5 Formation de complexes HgS2-HgS3 de´termination du pKa de la
troisie`me cyste´ine
Il a e´te´ de´montre´ que les complexes de type HgS3 e´voluent vers la formation de com-
plexe HgS2 quand le pH diminue. En effet, l’environnement line´aire bicoordine´ est large-
ment pre´fe´re´ par Hg2+. La formation d’un complexe ou` le mercure posse`de un environne-
ment trigonal de´pend du pKa de la troisie`me cyste´ine. En effet, cette valeur de pKa pousse
la re´action vers la formation du complexe de type HgS3. Plus cette valeur est basse, plus
le complexe HgS3 est privile´gie´ (Fig 91, e´quation 30) [190] [265].
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Figure 91 – Sche´matisation du passage de HgS3 a` HgS2 selon le pH
Les mesures ont e´te´ re´alise´es en BAG. Les e´chantillons ont e´te´ pre´pare´s dans H2O.
Le complexe de mercure est pre´forme´ et des ajouts de HCl sont re´alise´s suivi
d’un retour par ajouts de KOH. Le pH est mesure´ apre`s chaque ajout de base ou d’acide
et la formation de la bande LMCT S−→Hg2+ a` 243 nm, caracte´ristique du complexe
HgS3, est suivi par UV-visible (Fig 92). Les donne´es sont ensuite traite´es par le logiciel
SPECFIT, en conside´rant toutes les espe`ces colore´es, selon l’e´quation 30 :
[HgS2RSH] = [HgS3R] +H
+ (30)
Figure 92 – Evolution de la bande LMCT a` 243 nm en fonction du pH, pour le complexe
Hg-NTA(Cys(OEt))3 dans H2O, 2.4 < pH < 8.2, [Ligand] = 45 µM, courbe expe´rimentale
en bleu (linaire parseme´e), courbe the´orique en rose et pointille´es
Les valeurs de pKa de la troisie`me cyste´ine, dans le complexe de mercure, sont
re´pertorie´es table 43. Comme observe´ par Farrer et coll. [190], le cation me´tallique mer-
cure(II) influence la valeur de pKa de ce thiol. En effet, cette valeur est plus basse que la
valeur (pKa3) de ce meˆme thiol dans le ligand libre.
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Hg-NTA(Cys(OEt))3 Hg-NTA(Cys(NH2))3 Hg-NTA(Cys(OH))3
4.9 6.8 8.0
Table 43 – Valeur du pKa de la troisie`me cyste´ine au sein des complexes Hg-
NTA(Cys(NH2))3, Hg-NTA(Cys(OEt))3 et Hg-NTA(Cys(OH))3, dans H2O, 2.4 < pH <
10.5
La valeur du pKa du complexe Hg-NTA(Cys(OEt))3 est nettement plus basse que celles
des deux autres complexes HgL. Ce complexe est donc beaucoup plus stable et se forme
plus facilement car le thiol a tendance a` perdre un proton aise´ment. Nous pouvons aussi
remarquer que les pKa sont dans le meˆme ordre que les pKa3 des ligands libres. En effet,
le complexe Hg-NTA(Cys(OEt))3 posse`de la valeur la plus basse. Cela s’explique par la
pre´sence du groupement ester qui est plus e´lectro-attracteur. Bien que le mercure influence
la valeur du pKa de la troisie`me cyste´ine, son acidite´ reste en accord avec celle du ligand
libre.
Connaissant le pKa de cette troisie`me cyste´ine au sein du complexe de mercure, nous avons
re´alise´ des mesures de RMN 199Hg en fonction du pH afin de bien visualiser la pre´sence
des espe`ces de type HgS2 et HgS3.
12.1.6 Confirmation de la coordination du Hg2+ par RMN 199Hg
Nous avons vu dans la partie 3.2 du manuscrit que la RMN 199Hg est un ou-
til tre`s utile pour de´terminer la coordination du me´tal dans les sites de liaisons
des prote´ines [149]. Nous avons obtenu l’environnement de coordination du me´tal par
corre´lation entre le de´placement chimique des complexes souhaite´s avec les tables de com-
pose´s de´crits [187] [199] [192]. Connaissant les pKa des trois complexes de mercure, les
e´chantillons ont e´te´ pre´pare´s au pH ade´quat afin de former essentiellement l’espe`ce voulue.
Les complexes Hg-NTA(Cys(OEt))3 et Hg-NTA(Cys(NH2))3 n’ont pu eˆtre e´tudie´s a` pH
faible car ils pre´cipitent pour pH < pKa et a` la concentration ne´cessaire a` l’aquisition
des spectres (3 mM). Cependant, les re´sultats obtenus confirment la formation d’espe`ce
de type HgS3 en milieu basique (pH > pKa) et de type HgS2 en milieu acide (dans le
cas du de´rive´ acide). En effet, nous obtenons pour les de´rive´s NTA ester et amide des
de´placements chimiques respectivement de -255 ppm et -273 ppm a` pH e´leve´ (Fig 93).
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Figure 93 – De´placement chimique du 199Hg dans les complexes Hg-NTA(Cys(OEt))3 (en
haut, pH = 7.1 [Hg] = 1.81 mM, H2O/AcN/D2O (v/v/v = 8/1/1) et Hg-NTA(Cys(NH2))3
(en bas, pH = 8.7, [Hg] = 1.98 mM, H2O/D2O (v/v = 9/1)), 71.6 MHz
Il a e´te´ montre´ par Utschig et coll. que le de´placement chimique du mercure dans un
environnement de type HgS2 e´tait de -800 a` -950 ppm et celui pour un syste`me HgS3 de
-90 a` -150 ppm [187](δ(MerP) = -816 ppm [199], δ(MerR) = -106/-109 ppm [187]). Cette
valeur a e´te´ affine´e ensuite par Iranzo et coll. qui obtiennent pour leur syste`me TRILXC
des valeurs de de´placements chimiques de -179 a` -320 ppm (pour (Hg-TRILXC)3) et de
-830 a` -950 ppm (pour (Hg-TRILXC)2) [192] [266].
Les valeurs obtenues pour les complexes Hg-NTA(Cys(OEt))3 et Hg-NTA(Cys(NH2))3 sont
donc en accord avec une coordination de type HgS3 comme observe´ par spectroscopie UV-
visible (Table 44).
Hg-NTA(Cys(OEt))3 Hg-NTA(Cys(NH2))3
aHg(TRIL19C)−3
bHg(-MerR)
-255 -273 -316 -106/-109
Table 44 – Valeurs des de´placements chimiques par RMN de 199Hg des complexes Hg-
NTA(Cys(NH2))3 (pH = 8.7, H2O/D2O (v/v = 9/1)), Hg-NTA(Cys(OEt))3 (pH = 7.1) et
comparaison a` des syste`mes de re´fe´rence, a = [192] , b = [187]
Le complexe Hg-NTA(Cys(OH))3 a e´te´ caracte´rise´ a` la fois en milieu acide et basique.
Les valeurs obtenues correspondent aux deux types de coordination attendue a` savoir HgS2
a` bas pH et HgS3 a` pH e´leve´. Cependant nous observons la pre´sence de deux signaux a`
pH e´leve´ tous deux dans la gamme des de´placements chimiques caracte´ristiques d’un en-
vironnement HgS3 (Fig 94). A pH 9.37, les trois acides carboxyliques sont de´protonne´s et
peuvent donc participer a` la coordination du mercure. Les deux de´placements chimiques
observe´s correspondent donc probablement a` des environnement HgS3 du me´tal avec par-
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ticipation ou non d’un carboxylate (COO−).
Figure 94 – De´placements chimiques par RMN199Hg du complexe Hg-NTA(Cys(OH))3
(en haut, pH = 3.6 [Hg] = 1.83 mM, en bas, pH = 9.37, [Hg] = 1.9 mM), H2O/D2O (v/v
= 9/1), 71.6 MHz
12.1.7 Affinite´ de ces tripodes pour le mercure(II)
L’affinite´ des tripodes de´rive´s du NTA pour le mercure a e´te´ e´value´e en utilisant un
compe´titeur dont l’affinite´ pour le mercure(II) est connue, a` savoir l’EDTA. La constante
d’affinite´ apparente a` pH = 7.4 du complexe Hg(EDTA) est logβ(HgEDTA) = 18.7 [264].
Afin de calculer la constante apparente des trois complexes mononucle´aires souhaite´s, ces
derniers ont e´te´ pre´forme´s (0.9 eqv de Hg2+) et des aliquots d’EDTA ont e´te´ ajoute´s. La
bande LMCT S− → Hg2+ a` 290 nm caracte´ristique du complexe ne diminue pas ou peu
(pour le de´rive´ acide) apre`s ajout de 60 eqv. d’EDTA. La constante d’affinite´ apparente de
ces complexes a e´te´ e´value´e en conside´rant moins de 5% de mercure de´place´ pour les de´rive´s
ester et amide et 10% de Hg2+ de´place´ pour le de´rive´ acide. Les donne´es sont re´pertorie´es
table 45.
Hg-NTA(Cys(OEt))3 Hg-NTA(Cys(NH2))3 Hg-NTA(Cys(OH))3
> 22.7 > 22.6 > 22.1
Table 45 – Constantes apparentes logβpH=7.411 des complexes Hg-NTA(Cys(NH2))3 Hg-
NTA(Cys(OEt))3 et Hg-NTA(Cys(OH))3, 298 K, tampon phosphate 20 mM (10% en vo-
lume d’AcN pour le de´rive´ ester), pH 7.4
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12.1.8 Conclusion Famille NTA et complexation Hg2+
En re´sume´, nous formons des complexes mononucle´aires HgL pour les trois ligands
pour 1 eqv. de Hg2+. Au sein de ces complexes, nous retrouvons des re´sultats similaires a`
ceux observe´s avec les peptides TRI de´crits par Pecoraro et coll. a` savoir, une coordina-
tion pour Hg2+ de type HgS2 en milieu acide et une coordination de type HgS3 en milieu
basique. Le pH de formation de ce dernier de´pend de la capacite´ de la troisie`me cyste´ine
du tripode a` se de´protonner (pKa). La valeur de ce pKa est influence´e a` la fois par le
mercure qui est tout proche de la fonction thiol et par la fonction adjacente du thiol (ici
ester, amide, acide carboxylique).
Les complexes forme´s, offrant un environnement HgS3 au mercure, sont tre`s stables. La
formation d’un complexe mononucle´aire, rigidifie´ par cette architecture podante, est stabi-
lise´e par la formation de liaisons hydroge`nes intramole´culaires dans le cas des tripodes NTA
de´rive´s ester et amide (aussi observe´e pour les de´rive´s ester et amide pour le cuivre(I)).
En exce`s de cation me´tallique, les donne´es observe´es indiquent l’e´volution de ce complexe
mononucle´aire vers des espe`ces (Hg3L2)x dans lequel le mercure(II) est bicoordine´ (HgS2).
En effet, contrairement aux triples he´lices Hg(TRILXC) de´crites par Pecoraro et coll.,
dans lesquelles le mercure(II) est tre`s prote´ge´ par les he´lices peptidiques, les complexes
Hg-NTA(Cys(X))3 restent tre`s ouverts et e´voluent en exce`s de Hg(II).
12.2 Complexation du mercure(II) par le ligand
NOTA(Cys(OEt))3
12.2.1 Spectroscopie UV-visible
Les mesures de spectroscopie UV-visible mettent aussi en e´vidence la formation d’un
complexe HgS3 par la pre´sence de la bande LMCT a` 247 nm. Deux autres bandes LMCT
sont pre´sentes a` 212 et 290 nm. Les cœfficients d’extinction molaire mesure´s pour ces trois
bandes sont cohe´rents avec ceux trouve´s pour les tripodes de´rive´s du NTA (Table 46).
Syste`mes Bandes LMCT (nm) coefficient d’extinction molaire
(M−1 cm−1)
Hg-NOTA(Cys(OEt))3 212 15 740
243 13 920
290 2550
Hg-NTA(Cys(OEt))3 223 16 800
243 15 400
290 5730
Table 46 – Caracte´ristiques UV-visible du complexe Hg-NOTA(Cys(OEt))3 a` pH = 7.4,
tamp. phos. 20 mM
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Seul le cœfficient a` 290 nm est plus faible que la valeur attendue. Les trois bandes a` 290
et 243 nm ont une rupture a` 1 eqv. de cation me´tallique. Le tripode NOTA(Cys(OEt))3
semble former un complexe mononucle´aire de type HgS3 en proportion stœchiome´trique
et des complexes plus complique´s de type (Hg3L2)x, en exce`s de Hg
2+, dans lequel le
mercure(II) est bicoordine´ (HgS2).
Figure 95 – Dosage UV-visible du NOTA(Cys(OEt))3 par Hg(II), dans tamp. phos. 20
mM/AcN (v/v = 9/1), pH = 7.4, [Lig] = 35 µM
12.2.2 Mesure des cœfficients de diffusion par RMN a` gradients de champ
pulse´ et analyse des spectres protons
Les e´chantillons RMN ont e´te´ faits en tampon phosphate 20 mM D2O/CD3CN (v/v =
9/1) a` pH 7.4, 298 K, 500 MHz.
Le spectre proton, observe´ par RMN, est fin et bien re´solu et indique la forma-
tion d’un complexe HgL a` 1 eqv. de Hg2+ (Fig 96). Notons qu’avant un e´quivalent de
cation me´tallique, les spectres protons pre´sentent des signaux larges, signe d’un e´quilibre
rapide entre la forme libre du ligand et la forme complexe´e (labilite´ de Hg2+).
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Figure 96 – Spectre RMN 1H du ligand NOTA(Cys(OEt))3 (en bas) et celui du complexe
HgL correspondant (1 eqv. de Hg(II)), dans tamp. phos. 20 mM/CD3CN (v/v = 9/1), pH
7.4, 500 MHz
Les mesures de cœfficients de diffusion confirment l’existence d’une espe`ce mono-
nucle´aire HgL a` 1 eqv. de Hg2+ (D(L) = 3.02(4)×10−10 m2 s−1, M(L) = 697 ; D(HgL)
= 2.96(4)×10−10m2 s−1, M(HgLexp) = 740(59), M(HgLcal) = 897).
12.2.3 Formation du complexe HgL visualise´ par ES-MS
Les complexes ont e´te´ pre´forme´s en BAG et pre´pare´s en tampon ace´tate d’ammonium/AcN
(v/v = 9/1), pH 7.0
Ce complexe mononucle´aire a aussi e´te´ mis en e´vidence par spectrome´trie de
masse, il de´sorbe a` 1 eqv. de Hg2+, [L-3H++Hg2+]− = 895.2, [L-H++Hg2+]+ = 897.3 (Fig
97).
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Figure 97 – Spectre de masse du complexe Hg-NOTA(Cys(OEt))3 (1 eqv. de Hg(II)),
dans tamp. ace´tate d’ammonium 20 mM/AcN (v/v = 9/1), pH 7.0, 298 K, mode ne´gatif
En re´sume´, le tripode NOTA(Cys(OEt))3 se comporte comme la famille des NTA et
forme un complexe mononucle´aire de mercure(II) pour un eqv. de ce dernier qui est visible
par RMN proton. Il semble que le mercure posse`de, au sein du complexe, un environnement
trigonal de type HgS3 (bande LMCT a` 243 nm cohe´rente).
13 Complexes des tripodes avec les me´taux divalents,
Pb2+, Cd2+ et Zn2+
13.1 Complexes de type (ML)x pour la famille NTA
13.1.1 Spectroscopie UV-visible
Les solutions ont e´te´ pre´pare´es en tampon phosphate 20 mM pH 7.4 pour les dosages avec
Cd2+ et Zn2+, de l’ace´tonitrile a` 10% en volume a e´te´ ajoute´ pour le de´rive´ ester. Les
solutions pour les dosages avec Pb2+ ont e´te´ pre´pare´es en tampon Bis-Tris 20 mM, pH 7.0
pour les meˆmes raisons e´voque´es au chapitre II.
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• Dosage UV-visible par le Zn2+
Les dosages UV-visible re´alise´s sur les trois tripodes par ajouts de zinc(II), montrent l’ap-
parition d’une bande LMCT a` 210 nm qui croit et sature a` 1 eqv. de Zn2+ (Fig 98). Le
cœfficient d’extinction molaire pour les trois tripodes varie autour de 17 000-22 000 M−1
cm−1 (Table 47). Tre`s peu de donne´es existent sur la valeur des cœfficients d’extinction
molaire de la bande LMCT S− → Zn2+ en fonction de la coordination du zinc(II) et dans
notre cas, on peut se demander si le Zn2+ adopte un environnement de type ZnS3 ou de
type ZnS4.
Quelques exemples sont cependant de´crits notamment sur des complexes peptidiques de
type ZnS2X2 ou` 
220nm varie entre 5200-6300 M−1 cm−1 [267] [268], et sur des complexes
peptidiques de type ZnS4 ou` 
220nm = 17 000-20 000 M−1 cm−1 [268] [176] [269]. Ciuculescu
et coll. proposent la formation d’un dime`re pour la prote´ine APP en pre´sence de zinc(II)
(APP-Zn ([S3Zn]2, 
220nm = 20 000 M−1 cm−1 et conside`rent 6 000 M−1 cm−1 par cyste´ines
lie´es au zinc(II) [198]).
Par comparaison entre les valeurs connues et celles mesure´es lors des dosages UV-visible,
nous pouvons supposer la formation d’une espe`ce de type (ZnL)x, correspondant a` une
espe`ce mononucle´aire avec une coordination ZnS3 ou a` une espe`ce binucle´aire (formation
d’un dime`re comme observe´ pour APP-Zn) avec une coordination ZnS4 ou encore a` un
e´quilibre entre les deux formes (Fig 99).
Figure 98 – Dosage UV-visible du NTA(Cys(OH))3 par Zn
2+, dans tamp. phos. 20 mM,
pH 7.4, [L] = 34 µM, 298 K
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Figure 99 – Complexe envisage´s : monome`re ZnS3 et le dime`re Zn2S6
• Dosage UV-visible par le Cd2+
Le Cd2+ et le Zn2+ posse`dent des proprie´te´s tre`s similaires, la question de la coordination
du Cd2+ au sein des tripode NTA est donc la meˆme, coordination de type CdS3 ou CdS4 ?
Les dosages UV-visible re´alise´s sur les trois tripodes en pre´sence de Cd2+ mettent en
e´vidence l’apparition d’une seule bande LMCT S− → Cd2+ a` 230 nm qui croit et sature
a` 1 eqv. de cation Cd(II) (Fig 100). Les cœfficients d’extinction molaire mesure´s a` cette
longueur d’onde sont autour de 20 000-22 000 M−1 cm−1. Ces re´sultats sont en accord avec
ceux trouve´s pour les complexes Cd(P1)2 et Cd(P
C)2 [201] ou` l’ion me´tallique est entoure´
par quatre fonctions thiols (Cd(P2), 220nm = 10 000 M−1 cm−1). Cependant, Matzapetakis
et coll. de´crivent avec leurs peptides TRI un environnement trigonal du cadmium(II) et
trouvent un 230nm autour de 20 600 - 22 600 M−1 cm−1 [193]. A nouveau, les dosages
UV-visible ne nous permettent pas de conclure sur la coordination du cadmium(II) au sein
des complexes forme´s de type (CdL)x.
Figure 100 – Dosage UV-visible du NTA(Cys(NH2))3 par Cd
2+, dans tamp. phos. 20 mM,
pH 7.4, [L] = 34 µM, 298 K
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• Dichro¨ısme circulaire avec le Cd2+
Le spectre dichro¨ıque du cadmium(II) posse´dant un environnement trigonal diffe`re de
celui ou` il adopte une ge´ome´trie te´trae´drique, nous avons donc re´alise´ un dosage du
NTA(Cys(NH2))3 par Cd
2+. Nous observons l’apparition d’une seule bande LMCT a` 248
nm(-) qui croit jusqu’a` 1 eqv. de Cd2+, celle a` 220 nm est pre´sente sur le ligand libre (avec
une tre`s faible intensite´). Si nous comparons nos re´sultats avec la litte´rature, il est reporte´
que dans le cas ou` le cadmium pre´sente une coordination trigonale, le spectre pre´sente
deux bandes LMCT S− → Cd2+ vers 240 et vers 260-270 nm [193] [158]. Par contre, si
la coordination est te´trae´drique, le spectre dichro¨ıque pre´sente une bande LMCT vers 240
nm [158] [183]. Au vu de ces re´sultats, le Cd2+, dans le cas du NTA(Cys(NH2))3, est donc
dans un environnement te´trahe´drique et le complexe est sous forme d’un dime`re (CdL2)
comme observe´ dans le cas de la prote´ine APP [198] qui posse`de aussi trois cyste´ines (Fig
101).
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Figure 101 – Sche´matisation du dime`re (CdS3)2 [198]
Notons aussi la pre´sence d’un point isodichro¨ıque entre 0-1 eqv. de Cd2+, ce qui souligne
la pre´sence d’une espe`ce de type CdL en e´quilibre en solution avec le ligand libre.
Figure 102 – Dosage dichro¨ıque du NTA(Cys(NH2))3 par Cd
2+ (0-1 eqv.), dans tamp.
phos. 20 mM, pH 7.4, [L] = 50 µM, 298 K
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Le cadmium(II) et le zinc(II) adoptent en ge´ne´ral un environnement te´trae´drique. Les
tripodes de la famille NTA posse`dent trois fonctions thiols, il est donc tout a` fait possible de
former en solution des dime`res afin de favoriser une coordination MS4 pour ces deux cations
me´talliques. Cette hypothe`se semble ve´rifie´e dans le cas du complexe Cd-NTA(Cys(NH2))3.
Complexes Bandes LMCT (nm) coefficient d’extinction molaire
(M−1 cm−1)
(Zn-NTA(Cys(OEt))3)x 210 21 542
(Zn-NTA(Cys(NH2))3)x 210 22 622
(Zn-NTA(Cys(OH))3)x 210 17 250
(Cd-NTA(Cys(OEt))3)x 230 20 000
(Cd-NTA(Cys(NH2))3)x 230 21 960
(Cd-NTA(Cys(OH))3)x 227 21 470
Table 47 – Caracte´ristiques UV-visible des complexes de cadmium(II) et zinc(II) a` pH =
7.4, tamp. phos. 20 mM (10% en vol. AcN pour le de´rive´ ester), 298 K
• Dosage UV-visible par le Pb2+
Les dosages UV-visible des tripodes NTA(Cys(NH2))3 et NTA(Cys(OEt))3 soulignent la
pre´sence de bandes LMCT a` 350 nm et 260 nm qui croissent et saturent a` 1eqv. de Pb2+
(Fig 103). Nous avons vu dans les chapitres pre´ce´dents que la bande LMCT a` 350 nm e´tait
caracte´ristique d’un syste`me de type PbS3 [180] [178] [181]. Les cœfficients d’extinction
molaire de´termine´s pour ces deux complexes sont respectivement de 4900 et 5500 M−1
cm−1 pour les complexes de plomb(II) avec le NTA(Cys(NH2))3 et NTA(Cys(OEt))3. Il
semble donc que nous formions exclusivement des complexes mononucle´aires de type PbS3.
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Figure 103 – Dosage UV-visible du NTA(Cys(NH2))3 par Pb
2+ (0-3eqv.), dans tamp.
Bis-Tris 20 mM, pH 7.0, [L] = 67 µM, 298 K
Les dosages UV-visible du NTA(Cys(OH))3 par Pb
2+ mettent en e´vidence la forma-
tion d’une espe`ce mononucle´aire de type PbS3 avec apparition de la bande LMCT ca-
racte´ristique a` 350 nm. En exce`s de Pb2+, la bande se de´cale a` 313 nm, ce qui souligne la
formation d’une nouvelle espe`ce ou` Pb2+ adopte un environnement diffe´rent (Fig 104).
Figure 104 – Dosage UV-visible du NTA(Cys(OH))3 par Pb
2+ (0-5 eqv.), dans tamp.
Bis-Tris 20 mM, pH 7.0, [L] = 66 µM, 298 K
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Les simulations sous le logiciel SPECFIT confirment la formation d’une espe`ce de type
PbL pour 1 eqv. de Pb2+. En exce`s de plomb(II), les simulations sont cohe´rentes avec la
formation de nouvelles espe`ces Pb2L et Pb3L. La pre´sence des fonctions carboxylates peut
en effet induire un mode de coordination diffe´rent comme montre´ figure 105.
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Figure 105 – Coordination de Pb2+ en exce`s au sein du tripode NTA(Cys(OH))3
En re´sume´, les donne´es UV-visible semblent indiquer la formation d’une espe`ce mono-
nucle´aire ou` le plomb posse`de une coordination de type PbS3 pour les trois tripodes. Dans
le cas du NTA(Cys(OH))3 et en exce`s de Pb
2+, des espe`ces de type Pb2L et Pb3L se forme
successivement.
Complexes Bandes LMCT (nm) cœfficient d’extinction molaire
(M−1 cm−1)
Pb-NTA(Cys(OEt))3 350 5500
Pb-NTA(Cys(NH2))3 350 4900
Pb-NTA(Cys(OH))3 350 5000
Table 48 – Caracte´ristiques UV-visible des complexes de plomb(II), tamp. Bis-Tris 20
mM, pH 7.0 (10% en vol. AcN pour le de´rive´ ester), 298 K
13.1.2 Analyse des spectres protons a` 1 eqv. de cations me´talliques et mesure
des cœfficients de diffusion par RMN a` gradient de champ pulse´
Les e´chantillons ont e´te´ pre´pare´s en tampon phosphate 20 mM D2O/CD3CN (v/v = 9/1),
pH 7.4, 298 K. Les mesures ont e´te´ faites a` 500 MHz
Les re´sultats obtenus avec le tripode NTA(Cys(OH))3 ne seront pas pre´sente´s
dans cette partie, car peu concluants (dynamique en solution tre`s rapide).
Les spectres protons a` 1 eqv. de cations me´talliques pour les deux tripodes
NTA(Cys(NH2))3 et NTA(Cys(OEt))3 mettent en e´vidence la formation d’un com-
plexe de syme´trie C3 (Fig 106). Ces spectres montrent les signaux des protons des
complexes bien re´solus. Comme pour les complexes mononucle´aires du mercure(II) et du
cuivre(I), les signaux des CH2 pre`s de l’azote apical et les Hβ sont e´clate´s par rapport a`
ceux du ligand libre (Table 49). Cela souligne une certaine rigidite´ des complexes forme´s.
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Figure 106 – Spectre RMN des complexes de Pb2+, Cd2+, Zn2+ avec le NTA(Cys(OEt))3
a` 1 eqv. de cations pour Cd2+ et Zn2+, a` 1.5 eqv de Pb2+, 298 K, 500 MHz, tamp phos 20
mM D2O/CD3CN (v/v = 9/1), pH 7.4
∆ppm NCH2-CO CH2β-SH
L1 : NTA(Cys(OEt))3 0.06 0.06
(ZnL1)x 1.2 0.46
(CdL1)x 0.66 0.51
PbL1 0.65 0.0045
L2 : NTA(Cys(NH2))3 0 0.09
(ZnL2)x 0.45 0.07
(CdL2)2 0.61 0.14
PbL2 0.18 0.17
Table 49 – Diffe´rence de de´placements chimiques observe´e pour les pics de protons NCH2-
CO et CH2β-SH au sein du ligand libre et des complexes de zinc(II), plomb(II) et cad-
mium(II), tamp. phos. 20 mM D2O/CD3CN (v/v = 9/1), pH = 7.4, 500 MHz, 298 K
Afin de de´terminer la mole´cularite´ des espe`ces en solution, nous avons re´alise´ des me-
sures de cœfficients de diffusion sur les complexes.
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Ces mesures confirment la formation d’un complexe mononucle´aire de type PbS3 pour
les deux tripodes. Elles confirment aussi la formation d’un dime`re pour les complexe de
cadmium(II) dans le cas du NTA(Cys(NH2))3 (D(L) = 3.40(4) × 10
−10 m2 s−1, D(CdL)
= 2.53(1) × 10−10m2 s−1, D(CdL)<<D(L)) et dans le cas du NTA(Cys(OEt))3 (D(L) =
3.20(4) × 10−10 m2 s−1, D(CdL) = 2.40(1) × 10−10 m2 s−1, D(CdL)<<D(L)). Le cœf-
ficient de diffusion est plus petit que celui du ligand libre, l’espe`ce diffusante est donc
plus volumineuse. Pour les complexes de zinc(II), les valeurs des cœfficients de diffusion
sont interme´diaires entre celles attendues pour un monome`re et un dime`re. Il existe donc
probablement un e´quilibre entre ces deux formes (Fig 99, Table 50).
Complexes NTA(Cys(OEt))3 NTA(Cys(NH2))3
D(L) = 3.20(4)×10−10 m2 s−1 D(L) = 3.40(4)×10−10 m2 s−1
Cœfficients Masse Cœfficients Masse
de diffusion de diffusion
Mexp Mth Mexp Mth
(CdL)2 2.40(1)×10
−10 1388(225) 1387 2.53(1)×10−10 1206(185) 1214
(ZnL)x 2.80(1)×10
−10 873(126) 647, (x=1) 2.91(4)×10−10 793(61) 560,(x=1)
1294, (x=2) 1120, (x=2)
PbL 3.18(4)×10−10 596(45) 789 3.20(4)×10−10 596(43) 702
Table 50 – Cœfficients de diffusion des complexes ML pour les tripodes NTA(Cys(OEt))3
et NTA(Cys(NH2))3, 298 K, 500 MHz
Les mesures des cœfficients de diffusion et les spectres RMN protons confirment la
formation en solution des complexes PbL, (ZnL)x (avec un e´quilibre entre x = 1 et x =
2) et Cd2L2 pour les deux tripodes. Il est inte´ressant de noter que le complexe dime´rique
Cd2L2 pre´sente un spectre proton fin interpre´table comme un complexe CdL de syme´trie
C3. Cette syme´trie indique que le dime`re pre´sente une dynamique interne important avec
e´change de ligand intra ou intermole´culaire (avec le ligand libre).
13.1.3 Spectrome´trie de masse
Les e´chantillons ont e´te´ pre´pare´s en tampon ace´tate d’ammonium 20 mM, pH 7.0, 298 K
(avec 10% en vol. d’ace´tonitrile pour le de´rive´ ester)
Les spectres de masse confirment les re´sultats pre´ce´dents. Les espe`ces PbL,
ZnL et CdL de´sorbent bien pour les trois tripodes.
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Complexes NTA(Cys(OEt))3 NTA(Cys(NH2))3 NTA(Cys(OH))3
(-)ESMS (+)ESMS (-)ESMS (-)ESMS (+)ESMS
ZnL 645 647 558 561 563
CdL 695 697 608 611 613
(CdL)2 1388 1214.8
PbL 789 791 702 705 707
Table 51 – Complexes des ions Pb2+, Zn2+ et Cd2+ avec les ligands NTA(Cys(NH2))3,
NTA(Cys(OEt))3 et NTA(Cys(OH))3, enregistre´s par ES-MS, tamp. ace´tate d’ammonium
20 mM, pH = 7.0, 298 K
Notons qu’a` 1 eqv. de Cd2+, le complexe (Cd-NTA(Cys(NH2))3)2 de´sorbe lui aussi confir-
mant ainsi la formation du dime`re.
Figure 107 – Spectre de masse des complexes Cd-NTA(Cys(NH2))3 et [Cd-
NTA(Cys(NH2))3]2, dans tamp. ace´tate d’ammonium 20 mM, pH 7.0, 298 K, mode ne´gatif
13.1.4 Affinite´ des tripodes de la famille NTA pour les divalents
Les constantes apparentes ont e´te´ calcule´es en conside´rant la formation de complexes
mononucle´aires dans le cas des trois cations divalents (Cd2+, Zn2+ et Pb2+) pour les
deux tripodes NTA(Cys(NH2))3, NTA(Cys(OEt))3. Cela permet de comparer l’affinite´ des
diffe´rents complexes entre eux.
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Les donne´es des dosages UV-visible des deux ligands par le Pb2+ ont e´te´ traite´es par le
programme SPECFIT en tenant compte de toutes les espe`ces colore´es a` savoir, Pb(Bis-
Tris) et PbL.
Les affinite´s des complexes CdL et ZnL ont e´te´ obtenues comme de´crit au chapitre 2. Le
complexe PbL a e´te´ pre´forme´ et des aliquots de Cd2+ ou Zn2+ ont e´te´ ajoute´s. Les donne´es
ont e´te´ analyse´es sous SPECFIT en conside´rant les complexes Pb(Bis-Tris), PbL et selon
le cas, CdL et Cd(Bis-Tris) ou ZnL et Zn(Bis-Tris). Les constantes d’affinite´ apparentes
obtenues a` pH 7.0 sont reporte´es Table 52.
Complexes NTA(Cys(OEt))3 NTA(Cys(NH2))3 P
C
logβapppH7.0 logβ110 logβ
app
pH7.0 logβ110 logβ
app
pH7.0 logβ110
PbL 8.9 14.4 9.3 16.2 8.0 11.5
CdL 10.6 16.1 10.9 17.8 9.2 12.7
ZnL 9.1 14.6 9.8 16.7 6.8 10.3
CuLa 19.2 23.6 18.8 24.5 17.4 20.1
Se´lectivite´ 9.0 7.8 9.8
CuI/ZnII
Table 52 – Constantes apparentes logβapppH=7.0 et constantes re´elles logβ110 des complexes
mononucle´aires, tampon Bis-Tris 20 mM, pH 7.0 (10% en vol. AcN pour le de´rive´ ester),
298 K ; a : tampon phosphate 20 mM pH 7.4
Les constantes d’affinite´ sont globalement un peu plus fortes pour le NTA(Cys(NH2))3.
Nous avons vu dans ce chapitre, que les fonctions thiols e´taient influence´es par la fonction
adjacente. Cette diffe´rence d’affinite´ entre le de´rive´ ester et amide peut donc s’appliquer
par la diffe´rence de densite´ e´lectronique des fonctions thiols due a` cette fonction voisine.
Les thiols du NTA(Cys(NH2))3 ont une densite´ e´lectronique plus e´leve´e que ceux du
NTA(Cys(OEt))3 car le groupement COOEt est plus e´lectroattracteur que le groupement
CONH2. Cela entraine donc une affinite´ un peu plus forte pour les cations divalents Pb
2+,
Zn2+ et Cd2+.
Notons e´galement que la se´lectivite´ pour le cuivre(I) par rapport au zinc(II) est pre´serve´e :
environ 8-9 ordres de grandeur. Cette se´lectivite´ est un peu plus basse que celle obtenue
avec les peptides a` deux cyste´ines mais ne´anmoins e´leve´e.
En re´sume´, les tripodes NTA(Cys(NH2))3 et NTA(Cys(OEt))3 forment des com-
plexes de type (ML)x pour les trois cations me´talliques avec x = 1 pour le cation Pb
2+ et
x = 2 pour Cd2+ et un e´quilibre entre les deux formes pour Zn2+. Les affinite´s pour ces
ions me´talliques correspondent aux valeurs attendues (valeurs plus fortes que pour PC) et
la se´lectivite´ cuivre(I)/zinc(II) est maintenue bien que le´ge`rement plus faible que pour les
cyclode´capeptides.
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13.2 Originalite´ du NOTA, complexation au niveau du cycle
azote´, e´tudes par spectroscopie UV-visible
Les dosages UV-visible ont e´te´ re´alise´s dans les meˆmes conditions que ceux de la famille
NTA avec 10% d’ace´tonitrile afin de solubiliser le podand.
Ces dosages mettent en valeur l’originalite´ du de´rive´ NOTA par la pre´sence
d’un deuxie`me site de liaison au niveau du triazacyclononane ou` le cation est coordine´
par trois azotes et trois oxyge`nes (site N3O3). Cette coordination au sein du cycle azote´
renforce´e par les atomes d’oxyge`ne est connue de la litte´rature. Des de´rive´s NOTA amides
(Fig 108) sont en effet de´crits avec des constantes d’affinite´ apparentes a` pH 7.0 variant
de 7.3 a` 8.6 pour le Zn2+, de 2.9 a` 6.7 pour Cd2+ et de 8.3 a` 10.4 pour Cu2+ [270].
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Figure 108 – De´rive´s NOTA amides de´crits par Plush et coll. [270]
Cas du plomb(II) : Les dosages du NOTA(Cys(OEt))3 par le plomb(II) montrent l’ap-
parition de`s les premiers ajouts d’une bande LMCT a` 350 nm qui correspond a` une coor-
dination PbS3. L’analyse des donne´es par le programme SPECFIT avec la formation d’un
seul complexe PbL ne permet pas d’interpre´ter correctement les donne´es expe´rimentales. Il
est ne´cessaire de conside´rer la formation d’un deuxie`me complexe Pb2L. Cet autre cation
vient se fixer au niveau du cycle azote´ et des oxyge`nes des carbonyles ce qui perturbe
le´ge`rement les caracte´ristiqus de la bande LMCT S− → Pb2+.
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Figure 109 – Site de fixation 1 au sein du cycle azote´ (a` gauche), site de fixation 1 (en
rouge) et 2 (en vert) (a` droite)
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Au cours du dosage UV-visible, la bande LMCT a` 341 nm croit et sature a` 1 eqv.
de Pb2+ (341nm = 3700 M−1 cm−1). La fixation du deuxie`me cation Pb2+ influence peu
la bande LMCT a` 341 nm (341nm = 4500 M−1 cm−1). Ainsi, le premier plomb vient se
fixer au sein des trois thiolates (site de fixation 2) et le deuxie`me plomb se fixe ensuite au
niveau du cycle azote´ (site de fixation 1). L’analyse par le programme SPECFIT permet
de de´terminer les constantes d’affinite´ de ces deux sites qui sont logβ11 = 10 et logβ21 =
18.
Figure 110 – Dosage UV du NOTA(Cys(OEt))3 par Pb
2+, tamp. Bis-Tris 20 mM/AcN
(v/v = 9/1), pH 7.0, 298K, dosage retour par Cd2+ (en haut a` gauche) et par Zn2+ (en
haut a` gauche).
Afin d’e´tudier la complexation de Cd2+ et Zn2+ avec le tripode NOTA(Cys(OEt))3,
des dosages par ajouts de l’un des deux cations sur le complexe pre´forme´ Pb2L ont e´te´
re´alise´s
Cas du cadmium(II) : Les dosages par ajouts de Cd2+ sur le complexe Pb2L montrent
une disparition de la bande LMCT a` 341 nm (S− → Pb2+) de`s les premiers ajouts. Une
rupture de la bande LMCT a` 1 eqv. de Cd2+ est ainsi observe´e (Fig 110). L’analyse des
donne´es par le programme SPECFIT confirme que le cadmium prend la place du plomb
dans le site de fixation 2 (au sein des trois thiolates) et un deuxie`me cadmium prend la
place du deuxie`me plomb dans le site de fixation 1 (cycle azote´ et trois oxyge`nes). Comme
la fixation du deuxie`me cadmium dans le site 1 n’est pas visible en spectroscopie UV-
visible, la constante d’affinite´ n’a pu eˆtre de´termine´e pour le deuxie`me cation Cd2+. La
constante d’affinite´ pour le complexe bime´tallique (CdPbL) logβ111 vaut 17.6.
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Cas du zinc(II) : Les dosages par ajouts de Zn2+ sur le complexe Pb2L mettent en
e´vidence un comportement diffe´rent de Cd2+ et de Pb2+. En effet, la bande LMCT a` 341
nm ne disparait qu’a` partir de 1 eqv. de Zn2+ (Fig 110). Cela suppose que Zn2+ substitue
Pb2+ qui est fixe´ sur le premier site de fixation. L’ajout d’un deuxie`me cation substitue le
deuxie`me Pb2+ du deuxie`me site de fixation (les trois thiolates). Le traitement des donne´es
par le programme SPECFIT confirme cela. Les constantes d’affinite´ ont pu eˆtre calcule´es
entie`rement logβ111 = 18.1 et logβ21 = 17.
Un sche´ma re´capitulatif concernant cette coordination par les deux sites de fixation est
de´crit Fig 111.
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Figure 111 – Sche´matisation du dosage du complexe Pb2-NOTA(Cys(OEt))3, par Cd
2+
et Zn2+ : Site 1 en rouge, Site 2 en vert.
Les constantes d’affinite´ obtenues sont en accord avec celles de´crites sur des de´rive´s
NOTA par Plush et coll [270]. La coordination d’un cation divalent au sein du cycle azote´
et des trois oxyge`nes des carbonyles permet de fixer deux cations divalents et former des
syste`mes M2L. On notera que au sein du de´rive´ NOTA, Pb
2+ pre´fe`re le site mou  comme
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Cd2+ alors que Zn2+ se coordonne plus facilement au site  dur .
14 Conclusions et perspectives
Nous avons e´labore´ des che´lateurs posse´dant une meilleure affinite´ pour le cuivre(I) que
les cyclode´capeptides PC , P1 et P2. Les tripodes NTA(Cys(OEt))3 et NTA(Cys(NH2))3
forment des complexes mononucle´aires avec Cu+ et Hg2+ dont la stabilite´ est renforce´e
par la pre´sence de liaisons hydroge`nes intramole´culaires. Les deux cations me´talliques
posse`dent une coordination trigonale au sein des complexes mononucle´aires. Ces deux
tripodes forment aussi des complexes mononucle´aires avec Pb2+ et un complexe (CdL)2
ou` le cadmium(II) est entoure´ par quatre thiolates. Les affinite´s pour ces autres cations
me´talliques sont un peu plus fortes que celle obtenues avec les cyclode´capeptides mais la
se´lectivite´ entre Zn2+ et Cu+ est conserve´e. Ces tripodes ont donc un inte´reˆt comme agents
che´latants du cuivre(I) pour les maladies de type Wilson. Nous avons donc fonctionnalise´
le tripode NTA(Cys(NH2))3 afin de cibler les cellules he´patiques : la fonction ester est hy-
drolyse´e en acide carboxylique dans les cellules, et le NTA(Cys(OH))3 a une affinite´ pour
le cuivre(I) beaucoup moins forte que son analogue amide. Cette fonctionnalisation va eˆtre
discute´e dans la partie suivante du manuscrit notamment la position de la partie ciblante
et son greffage au tripode.
SH
SH SH
Comment ?
Partie Ciblante
Partie Chélatante
Figure 112 – Sche´matisation du vecteur de´rive´ du NTA(Cys(NH2))3
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15 Optimisation et conception des vecteurs
15.1 Vers un ciblage efficace
15.1.1 Les re´cepteurs aux asialoglycoprote´ines
Pour cibler le foie, il est possible d’utiliser les re´cepteurs aux asialoglycoprote´ines
(ASGP-R). En effet, ces re´cepteurs sont exclusivement exprime´s sur les cellules he´patiques.
Il existe 100 000 - 500 000 sites par cellule re´partis a` leur surface de manie`re ale´atoire
mais absents de la membrane apicale pre`s des canalicules biliaires [271]. Les ASGP-R in-
terviennent dans l’home´ostasie des glycoprote´ines contenues dans le se´rum. Ces re´cepteurs
reconnaissent seulement le re´sidu terminal sucre des glycoprote´ines et apre`s reconnaissance,
le ligand pe´ne`tre dans la cellule par endocytose. La se´paration ligand-re´cepteur de´pend du
pH qui doit eˆtre acide, le re´cepteur est alors recycle´ vers la surface de la cellule [272].
Structure des ASGP-R : Les re´cepteurs aux asialoglycoprote´ines sont des lectines
Ca2+ de´pendantes (C-type lectin), ces re´cepteurs ont donc dans leurs sites des ions cal-
cium(II). Ces cations vont directement interagir avec les re´sidus sucres des ligands. De
manie`re ge´ne´rale, les re´cepteurs sont constitue´s de sous-unite´s appele´es H1 et H2 qui se
composent d’un domaine de liaison riche en glycine reconnaissant des sucres et de trois
ions calcium (Fig. 113) [273].
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Figure 113 – Structure de la sous-unite´ H1 des ASGP-R (La fle`che indique le site de
reconnaissance des sucres) [273]
Les ASGP-R sont constitue´s de deux sous-unite´s H1 et d’une sous-unite´ H2 [271].
Les trois sous-unite´s sont rassemble´es sous forme d’un paquet, sorte de  bouquet de
fleurs  (Fig 114) dont la configuration est relativement rigide.
Figure 114 – Sche´matisation des ASGP-R [274]
15.1.2 Reconnaissance des re´sidus galactose (Gal) et N -ace´tylgalactosamine
(GalNAc) :
Il a e´te´ de´montre´ que les ASGP-R reconnaissent pre´fe´rentiellement les re´sidus sucres
galactose et N -ace´tylgalactosamine. En effet, les groupement OH en position 3 et 4 des
sucres doivent eˆtre respectivement en positions e´quatoriale et axiale pour interagir au
174
mieux avec l’ion Ca2+ [275] [276] [277]. Il a e´te´ de´montre´ que les re´sidus GalNAc ont plus
d’affinite´ pour les ASGP-R que les re´sidus Gal (≈ 10-50 fois plus grande [278]) puisque
la face α du sucre peut se lier au tryptophane 243 (liaison avec l’indole) par interac-
tions hydrophobes [275] [277]. Par contre, la position anome´rique et le OH en position
6 n’interviennent pas dans la liaison avec les sites de reconnaissance, ils sont expose´s au
solvant [278] [275] [277].
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Figure 115 – Sche´matisation des interactions d’un re´sidu GalNAc avec le site de recon-
naissance des ASGP-R [277]
15.1.3 Interactions multivalentes : l’effet cluster
De´finition Il a e´te´ de´montre´ que l’affinite´ pour les ASGP-R augmentait avec le nombre
de re´sidus sucres. C’est a` dire que l’affinite´ augmente pour un ligand portant quatre sucres
par rapport a` un ligand portant trois sucres. . . : te´tra-> tri-≥ bi-≥ mono- fonctionna-
lise´ [278] [279]. Cette effet est appele´ l’effet cluster. Les valeurs [I]50 (Inhibition a` 50%)
sont d’environ 10−3, 10−6, 5×10−9 et 10−9 M (mono-≤bi-≤tri-<tetra-) [278]. Cet effet clus-
ter ou interactions multivalentes, qui correspond a` des effets coope´ratifs, est extreˆmement
connu dans les processus biologiques. Il intervient dans de nombreux phe´nome`nes de re-
connaissance cellulaire tel que l’adhe´sion de bacte´ries ou virus sur les cellules hoˆtes (Fig
116) [280].
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Figure 116 – Interaction du virus de la grippe avec une cellule hoˆte par des interactions
multivalentes [280]
Afin de favoriser cet effet cluster, des syste`mes comportant plusieurs ligands sucres ont
donc e´te´ conc¸us. De manie`re ge´ne´rale, les diffe´rents ligands sucres sont relie´s par un lien
(ou espaceur) a` une plate-forme chimique ou a` un point d’ancrage .
Facteurs thermodynamiques : Une nomenclature pour ces interactions multiva-
lentes a e´te´ de´finie et des facteurs thermodynamiques influenc¸ant ces interactions ont
e´te´ de´termine´s [280] [281]. Les interactions multivalentes peuvent eˆtre de´crites en terme
d’e´nergie libre d’association ∆GpolyN et par une constante d’association K
poly
N . L’e´nergie libre
d’association est de´finie selon l’e´quation 31.
∆GpolyN = ∆H
poly
N − T∆S
poly
N (31)
En terme enthalpique, il a e´te´ montre´ que la ge´ome´trie du syste`me multivalent devait eˆtre
parfaitement adapte´. C’est a` dire que les distances entre les ligands devaient correspondre
exactement aux distances existantes entre les diffe´rents sites de reconnaissance. De plus,
l’espaceur reliant les diffe´rents ligands ne doit pas eˆtre trop rigide. En terme entropique, il
ne faut pas cre´er de surcouˆt d’e´nergie entropique ge´ne´re´ lors du positionnement des autres
ligands N+1, l’espaceur ne doit pas eˆtre trop flexible [280].
Optimisation du ciblage : Les e´tudes mene´es sur les ASGP-R ont montre´ non seule-
ment que le nombre et l’orientation spatiale des ligands e´taient de´terminants pour une
meilleure affinite´ [282] mais aussi que les distances optimales entre les re´sidus e´taient
situe´es entre 15 et 31 A˚ [275] [282]. En effet, si les re´sidus sucres sont trop proches les
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uns des autres, l’effet cluster ne peut eˆtre ge´ne´re´ [279]. Des e´tudes, re´alise´es avec des li-
gands carbohydrates synthe´tiques sur des ASGP-R d’he´patocytes de poulet (proches de
ceux des mammife`res), ont montre´ que pour obtenir une affinite´ optimise´e, les trois re´sidus
sucres devaient eˆtre situe´s sur un triangle de coˆte´s 15, 20 et 25 A˚ [283] [276]. Un mode`le
pre´sentant l’arrangement spatial optimum est de´crit figure 117.
Figure 117 – Sche´matisation selon le mode`le de´crit : distances 15, 20 et 25 A˚ [284]
L’absence d’espaceur entre le re´sidu sucre et le point d’ancrage ou la plate-forme de
connexion entraˆıne une non internalisation du ligand par les ASGP-R [284] [285]. Il a aussi
e´te´ de´termine´ que les trois sous-unite´s composant un re´cepteur ASGP e´taient relative-
ment rigides [274], il faut donc utiliser un lien relativement flexible pour relier les re´sidus
sucres [279]. Notons que la diffe´rence d’affinite´ entre un ligand trivalent et te´travalent
n’est pas tre`s importante (5×10−9 et 10−9 M). Il n’y a que trois domaines de reconnais-
sance sur un re´cepteur ASGP. La fixation de trois re´sidus sucres est suffisante pour une
reconnaissance efficace [280].
15.2 Conception des che´lateurs vectorise´s
Comme nous l’avons vu, nous disposons de che´lateurs efficaces. Les plates-formes uti-
lise´es pour lier a` la fois la partie che´latante et la partie ciblante doivent eˆtre optimiser afin
d’obtenir au final un vecteur capable d’entrer dans les cellules he´patiques par les ASGP-R
pour pouvoir complexer le cuivre intracellulaire. Nous avons donc cherche´ des plate-formes
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capables de re´pondre a` ce crite`re, de´rive´es ou non de mode`les connus.
15.2.1 Plate-forme peptidique de type RAFT
L’e´laboration de glycoclusters capables d’eˆtre reconnus par interactions multivalentes
avec les re´cepteurs aux ASGP a un inte´reˆt biologique certain [286]. Nous avons vu dans le
chapitre III que le cyclode´capeptide RAFT avait comme inte´reˆt de pre´senter deux faces :
une pouvant eˆtre utilise´e pour le ciblage et une pour fixer des mole´cules d’inte´reˆts bio-
logiques [208]. Par un lien chimique ade´quat, il est donc possible de fixer quatre ligands
des re´cepteurs vise´s sur une des faces. Afin d’e´laborer notre premier vecteur, nous avons
donc choisi le mode`le RAFT qui permet ainsi l’e´laboration de glycopeptides, inte´ressants
pour e´tudier les interactions multivalentes carbohydrate-prote´ines ou pour le ciblage cel-
lulaire [287] [288].
En effet, il a e´te´ de´montre´ que le RAFT e´tait adapte´ pour le ciblage des cellules cance´reuses
exprimant des inte´grines αvβ3-αvβ5 [209] [211] [213] [212] ou surexprimant de nouvelles
structures osidiques a` leur surface, appele´es antige`nes associe´s aux tumeurs (Tumor-
Associated Carbohydrate Antigens ou TACA) [289] [290] [291]. La structure RAFT a
aussi montre´ un inte´reˆt dans le ciblage des re´cepteurs des lectines de type C [210] [292].
La reconnaissance de ces mode`les par les re´cepteurs des lectines de type C a e´te´ e´value´e
en utilisant des supports solides sur lesquels sont fixe´s des ligands de type RAFT fonc-
tionnalise´s par un ou plusieurs sucres [293] [294]. Ces e´tudes ont montre´ qu’il y a une
reconnaissance par interactions multivalentes entre quatre re´sidus sucres pre´sents sur un
mode`le RAFT et des re´cepteurs des lectines de type C (Lectins PNA (Peanut Agglutinin)
et Concanavalin A) [210] [295].
Figure 118 – Strate´gie ge´ne´rale concernant l’e´valuation biologique sur support solide entre
un glycopeptide mulivalent et des lectines [210]
D’autres e´tudes plus re´centes sur la capacite´ d’un tel syste`me a` lier des lectines de
type C comme la concanavaline A (Con A) ont montre´ que le mode`le RAFT, portant
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quatre re´sidus sucres sur une des faces, interagissait par liaisons multivalentes ou par
effets de proximite´s locales ou statistiques dus a` une forte concentration proche du site de
reconnaissance [296] [297]. En effet, la distance entre deux sites dans Con A est de 65 A˚
et la distance entre deux re´sidus sucres au sein du cyclode´capeptide est d’environ 7 A˚ si
les deux bras sont paralle`les entre eux et d’environ 22-25 A˚ si les deux bras sont e´carte´s a`
180◦ l’un de l’autre (Fig 119). Il est donc difficile pour un RAFT de lier en meˆme temps
les deux sites de Con A.
Par contre, rappelons qu’au sein des ASGP-R les distances sont de 15, 20 et 25 A˚, le mode`le
RAFT rentre donc dans la gamme de ces distances. Il semble donc adapte´ au ciblage des
ASGP-R.
∼ 7 Å
∼ 22−25 Å
Figure 119 – Sche´matisation des distances existantes au sein du mode`le RAFT
La stabilite´ de cette plate-forme peptidique a aussi e´te´ e´value´e in-vivo. Un fluorophore
cyanine 5 (Cy5) a e´te´ greffe´ sur la face infe´rieure de la plate-forme RAFT. Ce fluorophore
est relie´ par un pont disulfure a` une mole´cule qui e´teint sa fluorescence (Quencher). Sur
la face supe´rieure sont greffe´s des peptides RGD afin de cibler les cellules cance´reuses
exprimant des inte´grines αvβ3 (Fig 120). Le principe est simple : une fois le RAFT reconnu
par sa cible, comme le milieu intracellulaire est re´ducteur, le pont disulfure reliant Cy5 et
la mole´cule  interrupteur  se rompt en libe´rant ainsi la fluorescence de Cy5 (Fig 120).
Cela de´montre que le syste`me RAFT(cRGD)4-Cy5 a bien atteint sa cible, a e´te´ reconnu,
et se trouve dans la cellule cance´reuse. Des injections en intraveineuse de ce syste`me sur
des souris montrent que la luminescence apparait apre`s 5 h. La mole´cule a donc mis 5 h a`
atteindre sa cible, le pont disulfure est stable in vivo et Cy5 est toujours accroche´ sur la
plate-forme RAFT. Donc, cette dernie`re semble, elle aussi, stable in vivo au moins pendant
5 h [298].
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Figure 120 – Mole´cule utilise´e pour cibler les cellules cance´reuses [298]
15.2.2 Structure tripode
Nous avons vu pre´ce´demment (15.1.1) que les ASGP-R e´taient constitue´s de trois sous-
unite´s. Le mode`le optimum pour une tre`s bonne affinite´ des sites doit eˆtre compose´ de trois
re´sidus sucres ([I]50 = 10
−9) dans une ge´ome´trie triangulaire (Fig 117) [278]. Plusieurs
e´tudes, concernant l’affinite´ de ligands trivalents posse´dant une ge´ome´trie triangulaire en-
vers les ASGP-R, ont confirme´ que cette ge´ome´trie e´tait adapte´e au ciblage des ASGP-R et
que la distance entre le re´sidu sucre et le point d’ancrage e´tait tre`s importante (distance de
l’espaceur entre le point d’ancrage et les re´sidus sucres) [285] [299] [300] [301] [302] [284]. Ces
mode`les posse`dent un point d’ancrage comme le 2-amino-2-hydroxyme´thyl-1,3-propanediol
(TRIS) et des espaceurs, par exemple polye´thyle`ne glycol (PEG) ou polyamide (Fig
121) [284].
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Figure 121 – Ligand trivalent posse´dant un point d’ancrage TRIS, une longueur de bras
de 20 A˚, trois re´sidus GalNAc et un bras polye´thyle`ne glycol [284]
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Si on regarde la ge´ome´trie des tripodes de´rive´s du NTA, ils satisfont a` la ge´ome´trie
triangulaire ne´cessaire pour un bon ciblage des ASGP-R. En effet, l’azote apical sert de
point d’ancrage au triangle et les trois bras de´rive´s de la cyste´ine peuvent servir d’amorce
pour introduire les unite´s GalNac via un espaceur de longueur adapte´e et ajuste´e pour
obtenir une distance situe´e entre 15 et 25 A˚. Nous avons choisi comme lien chimique,
reliant le tripode a` l’espaceur, un pont disulfure. La formation de ce lien va donc se faire
via les trois fonctions thiols du tripode (Fig 122). L’espaceur utilise´, en plus d’avoir une
longueur adapte´e, doit eˆtre stable in vivo et relativement flexible.
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Figure 122 – Ligand trivalent posse´dant un point d’ancrage TRIS (a` gauche [284]), tripode
de´rive´ du NTA auquel il faut rajouter une longueur de bras ne´cessaire au ciblage (a` droite)
Le choix du tripode utilise´ pour la conception du deuxie`me vecteur est le
NTA(Cys(NH2))3. En effet, nous avons vu durant la quatrie`me partie que ce de´rive´ est
plus stable in vivo que le de´rive´ ester et de plus, il pre´sente une tre`s bonne affinite´ pour le
cuivre(I) compare´e au de´rive´ acide.
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15.2.3 Vecteurs prodrogues
Nous avons vu dans la partie 6.2 du manuscrit que le cuivre(II) est pre´alablement
re´duit en cuivre(I) juste avant d’eˆtre reconnu par la prote´ine Ctr1. Afin d’eˆtre certain de
ne complexer que le cuivre(I) intracellulaire, les vecteurs e´labore´s posse`dent une activite´
complexante exclusivement dans les cellules cible´es. Pour cela, il suffit de masquer les
fonctions thiols par un groupement qui va se rompre dans les cellules cible´es.
Le milieu intracellulaire pre´sente un caracte`re re´ducteur duˆ notamment a` la pre´sence de
mole´cules comme le glutathion a` une concentration de 1 mM. Nous avons vu dans la
deuxie`me partie du manuscrit que les cyste´ines sont sensibles a` l’oxydation et forment
un pont disulfure, qui est coupe´ en pre´sence de re´ducteur. Ainsi, nous avons prote´ge´ les
fonctions thiols en formant des ponts disulfures qui vont se rompre une fois le vecteur entre´
dans la cellule. Le vecteur sera donc non complexant (les fonctions thiols sont masque´es)
tant qu’il n’aura pas atteint sa cible (Fig 123). Une fois la cible atteinte et qu’il sera entre´
dans la cellule, il va eˆtre re´duit par le glutathion et les fonctions thiols vont eˆtre libe´re´es.
Elles vont donc pouvoir complexer le cuivre(I) intracellulaire.
Cellule hépatique
S
S
ASGP-R
Vecteur non complexant
S
S
Complexation
ASGP-R
Cu+
Cu+
Cu+ +Cu
Cu+
Cu+
Activité complexante du vecteur
HS
HS
Internalisation
ASGP-R
Cu+ Cu+
Cu+
Le pont S-S se rompt en présence de GSH
Figure 123 – Prodrogue dont la forme active (ici complexante) est libe´re´e dans les cellules
vise´es.
15.3 Introduction d’un fluorophore
Afin de visualiser les mole´cules dans les cellules, nous les avons fonctionnalise´es par
un fluorophore. La couleur choisie ne doit pas interfe´rer avec le vert, correspondant a` la
gamme des longueurs d’ondes de la fluoresce´ine isothiocyanate (FITC), souvent utilise´e
par les biologistes pour les marquages cellulaires.
15.3.1 Choix de la couleur
Il faut choisir une gamme de longueurs d’ondes d’e´mission qui n’interfe`re pas avec celle
de FITC. D’apre`s la figure 124, une longueur d’onde d’e´mission autour de 580 nm convient.
Nous avons donc opte´ pour une couleur rouge.
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Figure 124 – Spectres d’absorption et d’e´mission de diffe´rents fluorophores existants [303]
De plus, pour visualiser les cellules, nous utilisons un microscope optique AXIO VERT
200M comportant une lampe (dispositif de fluorescence) NHBO a` vapeur de mercure a` arc
court. Cette lampe permet de visualiser un large spectre de longueurs d’ondes. Mais pour
visualiser une seule couleur, on utilise un filtre de couleur correspondant. Il faut donc que
le fluorophore rentre dans la gamme des longueurs d’ondes se´lectionne´e par le filtre. Le
filtre rouge du microscope optique correspond a` la gamme d’utilisation de l’isothiocyanate
de te´trame´thylrhodamine (TRITC, rouge) soit a` celle de la rhodamine et les filtres sont
545/25 et 605/70.
O NN
COOH
Figure 125 – Squelette de base des de´rive´s de la te´trame´thylrhodamine
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15.3.2 Fonctionnalisation par le fluorophore
Nous avons opte´ pour l’utilisation d’une fonction amine afin de greffer le fluorophore.
Les fluorophores commerciaux qui re´agissent avec cette fonction sont ge´ne´ralement vendus
sous forme d’ester active´ (N -hydroxysuccinimide), d’isothiocyanate, d’acide carboxylique
ou de chlorure de sulfonyle (Table 53). Le tableau 53 re´sume les proprie´te´s de trois fluoro-
phores de´rive´s de la rhodamine. Notons que le couplage des fluorophores est de´licat car ce
sont des produits sensibles a` la lumie`re, au pH et a` la tempe´rature. L’ajout du fluorophore
se fera donc en dernie`re e´tape de synthe`se selon les conditions e´nonce´es par les fournisseurs
a` savoir dans la DMF a` pH 7-9.
NHS-Rhodamine TRITC Texas Red-
Chlorure de sulfonyle
Autres noms 5/6-carboxy-te´trame´thyl- 5(6)-te´trame´thylrhodamine sulforhodamine 101
rhodamine isothiocyanate sulfonyl chloride,
succinimidyl ester, mixed isomer, Texas Red-X,
TAMRA SE TRITC, TMR T1905,T353
Masse mole´culaire 527.5 443.5 (sans Cl− 625.15
λ d’excitation 552 nm 544 nm 596 nm
λ d’e´mission 575 nm 572 nm 615 nm
Cœfficients d’extinction > 80000 M−1 cm−1 > 80000 M−1 cm−1 ≈ 80000 M−1 cm−1
Solubilite´ dans DMF et DMSO dans DMF et DMSO dans DMF et DCM
Re´activite´ NHS ester re´agit avec isothiocyanate re´agit avec Chlorure de sulfonyle
amine primaire a` pH 7-9 amine primaire a` pH 7-9 re´agit avec
amine primaire a` pH 7-9
Conservation dessicateur, dessicateur, dessicateur,
-20◦C, -20◦C, -20◦C,
a` l’abri de l’humidite´ a` l’abri de l’humidite´ a` l’abri de l’humidite´
Table 53 – Proprie´te´s de trois fluorophores de´rive´s de la rhodamine [304]
15.4 Conclusion
Les re´cepteurs aux asialoglycoprote´ines sont des re´cepteurs pre´sents exclusivement sur
les cellules he´patiques, et permettent donc de cibler efficacement le foie. Ces re´cepteurs
reconnaissent se´lectivement les re´sidus sucres galactose et N -ace´tylgalactosamine avec une
pre´fe´rence pour ce dernier. L’utilisation de ligands tri- ou te´travalents permet d’augmenter
l’affinite´ pour ces re´cepteurs par effets coope´ratifs. Les plates-formes envisage´es lors de
l’e´laboration des parties che´latantes, a` savoir le cyclode´capeptide RAFT et les tripodes,
sont adapte´s aux ciblages des ASGP-R. Afin d’obtenir des vecteurs ayant une activite´
complexante exclusivement dans les cellules cible´es, nous avons masque´ la fonction com-
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plexante en formant un ou des ponts disulfures. Ces ponts se romptent en milieu re´ducteur,
dans les cellules, libe´rant ainsi l’activite´ complexante des vecteurs. Nous obtenons donc des
vecteurs de type prodrogues. Enfin, un fluorophore de couleur rouge, de´rive´ de la rhoda-
mine a e´te´ ajoute´ sur les deux types de vecteurs afin de pouvoir les suivre au cours des
tests cellulaires.
Nous allons maintenant voir comment nous avons conc¸u et synthe´tise´ les deux vecteurs
envisage´s.
16 Synthe`se du premier vecteur issu des cy-
clode´capeptides P1 et P2
16.1 Conception de Vect1 et Vect1-TRITC, strate´gie de synthe`se
16.1.1 Introduction des sucres
Pour obtenir ce premier vecteur, nous sommes partis d’un cyclode´capeptide qui com-
porte deux cyste´ines au sein de sa se´quence en position 2 et 7 ainsi que deux coudes β de
type II (Fig 126).
10G
1
2C
3
4P
9P
8
7C
6
5G
Figure 126 – Sche´matisation de la partie cyclode´capeptide
Les deux fonctions thiols des cyste´ines sont oriente´es sur une meˆme face, les sucres
vont donc eˆtre inse´re´s sur l’autre face. Pour cela, nous avons utilise´ les positions 1, 3, 6 et
8 afin de greffer quatre re´sidus sucres par un lien chimique oxime. Cette chimie a de´ja` e´te´
utilise´e pour introduire des sucres sur des cyclode´capeptides [305].
Le lien oxime, de´veloppe´ par Rose et coll. pour la synthe`se de prote´ines artificielles [306],
est extreˆmement utilise´ pour la pre´paration de peptides conjugue´s [307] et est connu pour
eˆtre stable in vivo [308]. Il re´sulte de la re´action entre une fonction alde´hyde et une fonction
oxyamine [309]. Foillard et coll. ont mis au point une nouvelle voie de formation du lien
oxime par l’oxydation d’une se´rine et couplage de l’alde´hyde re´sultant avec une oxyamine
afin d’obtenir un lien oxime avec un meilleur rendement [310] [305] (Fig 127). Les se´rines
ne´cessaires pour la formation de ce lien, sont introduits graˆce a` un dipeptide Fmoc-Lys[Boc-
Ser(t-Bu)]-OH [310], pre´pare´ en solution homoge`ne puis incorpore´ dans la se´quence du
cyclode´capeptide aux positions 1, 3, 6 et 8 souhaite´es (face supe´rieure).
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Figure 127 – Oxydation des se´rines en alde´hyde (premie`re e´tape) et formation du lien
oxime (deuxie`me e´tape)
16.1.2 Greffage du fluorophore
Le greffage du fluorophore a e´te´ re´alise´ par l’interme´daire d’une fonction amine. Cette
amine a e´te´ introduite via une cinquie`me lysine inse´re´e en position 5 dans la se´quence
peptidique, c’est a` dire dans un des coudes β (Fig 128). Afin de conserver la structure
du coude, une lysine non naturelle de type D (au lieu de L) a e´te´ inse´re´e a` la place de
la glycine en position 5. L’utilisation de la lysine et de cette position permet d’e´loigner
le fluorophore des unite´s complexante et de ciblage et de la greffer a` la fin de la synthe`se
peptidique.
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Figure 128 – Lysine non naturelle en position 5 pour greffage d’un fluorophore
Le fluorophore choisi est le de´rive´ rouge de FITC a` savoir, TRITC. L’avantage de ce
fluorophore est qu’il est relativement peu couˆteux. Le couplage se fait entre la fonction
amine de la lysine et la fonction isothiocyanate du fluorophore. Le greffage du fluorophore
est re´alise´ en dernie`re e´tape en raison de sa sensibilite´ ; cela permet aussi d’obtenir la
mole´cule non marque´e.
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16.1.3 N -ace´tylgalactosamine comme re´sidu sucre
Nous avons choisi le sucre pre´sentant la meilleure affinite´ pour les ASGP-R a` savoir la
N -ace´tylgalactosamine. La position anome´rique du sucre n’influence pas l’affinite´ entre le
re´sidu sucre et les ASGP-R. Par contre, cette position anome´rique est importante pour la
synthe`se car c’est par elle que le sucre est greffe´ sur la plate-forme par couplage avec les
fonction aldehyde. La synthe`se du lien oxime sur un de´rive´ α N -ace´tylgalactosamine a e´te´
de´crite [210]. Nous avons donc, pour ce premier vecteur, opte´ pour le choix de cet anome`re
(Fig 129). Notons que la plupart des re´sultats de la litte´rature sur la reconnaissance ASGP-
R et des glycoligands synthe´tiques est plutoˆt de´crite avec des anome`res β. Cependant, le
greffage de quatre re´sidus sucres sur une plateforme RAFT pour cibler des lectines de type
C est quant a` lui de´crit sur des anome`res α. Cela va donc nous permettre de ve´rifier que
la position anome´rique n’intervient pas dans la reconnaissance ligand-re´cepteur.
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Figure 129 – Structure du premier vecteur
16.2 Synthe`se et discussion
16.2.1 Synthe`se du dipeptide Fmoc-Lys[Boc-Ser(tBu)]-OH :
La synthe`se de ce dipeptide a e´te´ re´alise´e en milieu homoge`ne selon un protocole de´ja`
de´crit [310]. L’acide amine´ Boc-Ser(tBu)-OH re´agit avec le N -hydroxysuccinimide afin de
former l’ester active´ Boc-Ser(tBu)-NHS avec un rendement de 85%. Cet ester active´ re´agit
ensuite avec l’amine primaire de la chaˆıne late´rale de l’acide amine´ Fmoc(Lys)-OH en
pre´sence de base pour donner le dipeptide souhaite´ avec un rendement global de 54% (Fig
130).
187
Boc-Ser(t-Bu)-OH N
O
O
OH+
NHS
AcOEt/dioxane (v/v = 1:1)
DCC
Boc-Ser(t-Bu)-NHS
Boc-Ser(t-Bu)-NHS + FmocLys-OH DCM, DIEA
Fmoc N
H O
OH
NH
O
NHBoc
O-t-Bu
64%
1
2
Figure 130 – Synthe`se de l’ester active´ Boc-Ser(t-Bu)-NHS et du dipeptide Fmoc-
Lys[Boc-Ser(t-Bu)]-OH
16.2.2 Synthe`se de la plate-forme cyclode´capeptide
La synthe`se du de´capeptide a e´te´ re´alise´e par synthe`se peptidique sur support solide en
utilisant la strate´gie Fmoc. La re´sine utilise´e lors de la synthe`se peptidique est la meˆme que
celle employe´e pour le synthe`se des peptides P1 et P2 a` savoir la re´sine 2-chlorochlorotrityle.
Les avantages de cette re´sine ont e´te´ de´crits au cours de la partie 6.1. Le dipeptide Fmoc-
Lys[Boc-Ser(t-Bu)]-OH a donc e´te´ ajoute´ quatre fois au cours de la synthe`se. En raison
de son encombrement, le couplage de l’acide amine´ suivant a e´te´ difficile et le rendement
final, du de´capeptide comportant les acides amine´s prote´ge´s sur leurs chaˆınes late´rales, est
donc abaisse´ par rapport aux valeurs the´oriques (rdt = 64%).
Le clivages des groupements trityles des cyste´ines et la formation du pont disulfure ont
e´te´ re´alise´s in-situ en ajoutant de l’iode le tout sur support solide afin d’obtenir le produit
4 (Fig 131). L’avantage est que l’iode en exce`s est facilement e´limine´ par rinc¸age. Notons
que la formation de ce pont disulfure permet d’obtenir une pre´-cyclisation du peptide.
Le de´capeptide a ensuite e´te´ clive´ de la re´sine dans des conditions douces et il a e´te´
cyclise´ en milieu homoge`ne dilue´ pour e´viter la formation d’oligome`res (Fig 131). Ensuite,
les chaˆınes late´rales ont e´te´ de´prote´ge´es en pre´sence de TFA concentre´ afin d’obtenir le
produit 6 avec un rendement global de 33% (Fig 131).
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Figure 131 – Sche´ma de synthe`se des pre´curseurs 3 a` 6
16.2.3 Oxydation des se´rines
L’oxydation des se´rines a e´te´ re´alise´e selon un protocole de´crit en pre´sence de NaIO4
comme oxydant [311] [310]. Le traitement du cyclode´capeptides 6 par NaIO4 permet d’ob-
tenir le produit d’oxydation 7 avec un rendement sur cette e´tape de 15%. Nous obtenons
majoritairement (a` plus de 40%) un produit secondaire qui correspond a` l’oxydation du
pont disulfure (S-S=O). La nature de ce produit a e´te´ confirme´e par spectrome´trie de
masse puisque nous avons une augmentation de la masse attendue de 16. L’utilisation de
NaIO4, comme oxydant, est connu pour former des thiosulfinates et des thiosulfonates a`
partir d’un disulfure [312] [313], mais une se´lectivite´ pouvait ne´anmoins eˆtre attendue [314].
La quantite´ de produit 7 obtenue est suffisante pour la suite de la synthe`se. Pour obtenir
ce premier vecteur en quantite´ plus importante, une optimisation de la re´action en chan-
geant, soit la nature du lien chimique (lien oxime), soit en formant le pont dissulfure apre`s
oxydation des se´rines en utilisant un groupement prote´cteur des cyste´ines stable sous TFA
concentre´, serait ne´anmoins ne´cessaire .
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Figure 132 – Oxydation des se´rines
16.2.4 Introduction des re´sidus sucres via un lien oxime
Synthe`se du re´sidu sucre α-GalNac-ONH2 : Le re´sidu sucre GalNac-ONH2 a e´te´
synthe´tise´ inde´pendamment en paralle`le selon un protocole de´ja` de´crit en 9 e´tapes (Fig
189
133) [210].
A partir du galactose commercial, pre´alablement prote´ge´ par des ace´tyles sur tous les hy-
droxyles du sucre, le de´rive´ brome´ 9 est obtenu apre`s re´action avec HBr. La formation du
D-Galactal 10 par traitement avec Zn, permet ensuite d’obtenir le compose´ 11 par re´action
avec l’azoture de sodium en pre´sence de nitrate de ce´rium et d’ammonium. La fonction
nitrate situe´e sur le carbone anome´rique est ensuite transforme´e en hydroxyle 12, puis
en de´rive´ fluore´ 13 par traitement successif au NaNO2 puis (DAST) du dime´thyl amino-
sulfure trifluorure. Le couplage glycosidique entre le de´rive´ 13 et la N -hydroxyphtalimide
en pre´sence de BF3Et2O permet d’obtenir se´lectivement le compose´ 14 de forme α. En
effet, la pre´sence du groupe azoture en position 2 et de BF3Et2O favorise la formation de
l’anome`re α. Les formes α et β sont se´pare´es par colonne chromatographique de silice. Le
groupement azoture situe´ en position 2 du sucre 14 est ensuite re´duit par hydroge´nation
catalytique en pre´sence de palladium sur charbon et d’anhydride ace´tique pour obtenir
le groupement NHAc souhaite´ en posotion 2 (produit 15). Enfin, l’oxyamine 16 est ob-
tenu apre`s de´sace´tylation des groupements hydroxyles et re´action de la me´thylhydrazine,
le re´sidu sucre de configuration α est obtenu au de´part de D-Galactose avec un rendement
global de 2% sur 9 e´tapes. Il posse`de en position anome´rique un groupement oxyamine
(-ONH2) qui va pouvoir re´agir avec les fonctions alde´hydes du cyclode´capeptide 7 (Fig
132).
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Figure 133 – Sche´ma de synthe`se de l’amino-sucre ne´cessaire a` la formation du lien oxime
Couplage de quatre re´sidus sucres sur le cyclode´capeptide 7 : Les re´sidus
sucres 16 re´agissent avec les fonctions alde´hydes du cyclode´capeptide 7 dans un me´lange
H2O/AcOH (v/v = 9/1) afin de former un lien oxime et obtenir apre`s purification sur
colonne pre´parative HPLC, le cyclode´capeptide Vect1 (premier vecteur, Fig 134) avec
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un rendement global de 2.5% a` partir de la synthe`se peptidique (14 e´tapes). Ce vecteur
pre´sente une unite´ che´latante prote´ge´e sous forme d’un disulfure et une unite´ de ciblage
(quatre re´sidus GalNAc). Ce premier vecteur (Vect1) non marque´ est ne´cessaire pour
re´aliser les mesures de complexation du cuivre(I) in vitro. En effet, comme ces mesures
vont eˆtre re´alise´es par spectroscopie UV-visible, la pre´sence d’un fluorophore perturberait
donc les mesures.
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Figure 134 – Synthe`se du cylode´capeptide Vect1, (vecteur 1 non marque´)
16.2.5 Greffage du fluorophore te´trame´thylrhodamine isothiocyanate
(TRITC)
Afin de suivre le premier vecteur au cours des e´tudes cellulaires, nous avons greffe´
un fluorophore de couleur rouge de´rive´ de la rhodamine a` savoir TRITC. Le greffage a
e´te´ re´alise´ entre l’amine de la lysine situe´e dans le coude β et la fonction isothiocyanate
du fluorophore (Fig 135). Les fluorophores sont, en ge´ne´ral, des mole´cules sensibles a` la
lumie`re, au pH et a` la tempe´rature. La re´action se fait donc a` l’abri de la lumie`re, a` pH
basique (8-9) et a` tempe´rature ambiante. Le fluorophore est mis en exce`s et apre`s re´action,
le milieu re´actionnel est passe´ sur colonne pre´parative HPLC en pre´sence de TFA. L’exce`s
de TRITC se de´grade sur colonne et la purification du produit Vect1-TRITC est tre`s
difficile. Nous obtenons donc apre`s purification le produit souhaite´ pur avec un rendement
faible de 8% sur cette e´tape.
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Figure 135 – Synthe`se du premier vecteur fluorescent dans le rouge : Vect1-TRITC
16.3 Conclusion sur cette synthe`se
Nous avons obtenu deux premiers vecteurs (Vect1 et Vect1-TRITC) base´s sur un
mode`le RAFT. Nous nous sommes inspire´s pour re´aliser cette synthe`se, de protocoles
connus qui nous ont permis d’obtenir ces premiers vecteurs rapidement. L’e´tape de pre´-
cyclisation du peptide sur support solide par formation du pont disulfure confe`re un ca-
racte`re novateur a` la synthe`se.
La synthe`se du vecteur non marque´, Vect1, comporte une e´tape limitante qui sont l’oxy-
dation des se´rines. Cette e´tape peut eˆtre optimise´e en changeant la nature du lien chimique
reliant les sucres a` la plate-forme RAFT ou en oxydant les se´rines avant la formation du
pont disulfure.
La synthe`se du vecteur marque´, Vect1-TRITC, posse`de quant a` lui une e´tape limitante
en plus qui est le couplage du fluorophore. Cette e´tape de couplage est tre`s difficile a` re´aliser
puisque le fluorophore est un produit sensible. Nous pourrions cependant optimiser la pu-
rification en supprimant le TFA de l’e´luant qui doit favoriser sa de´gradation. Notons aussi
que le lien isothiocarbamate est un lien chimique peu stable. On peut donc envisager de
changer le lien chimique entre l’amine et le fluorophore en prenant, par exemple, un ester
active´ pour former une liaison amide.
qsCependant, les quantite´s de produits marque´ et non marque´ obtenues sont suffisantes
pour re´aliser les expe´riences in vitro et les tests cellulaires.
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17 Synthe`se du deuxie`me vecteur issu du tripode
NTA(Cys(NH2))3
17.1 Conception de Vect2
17.1.1 Plate-forme chimique issue du NTA
Comme nous l’avons vu au paragraphe 1.2.2., l’e´laboration du deuxie`me vecteur est
base´e sur une structure te´trae`drique en utilisant l’azote apical du NTA comme point
d’ancrage et les thiols des trois cyste´ines qui vont servir d’amorce afin d’introduire les
trois re´sidus GalNAc (Fig 117 et Fig 122) [284]. Afin d’ajuster la distance entre les
sucres et l’azote apicale, il faut choisir un espaceur de longueur adapte´e mais e´galement
stable, flexible et biocompatible [315]. Nous avons donc opte´ pour un espaceur trie´thyle`ne
glycol. En effet, les polye´thyle`nes glycols (PEG) sont tre`s utilise´s pour la vectorisation de
me´dicament en greffant des chaˆınes PEG sur des liposomes et obtenir ainsi des vecteurs
furtifs [316]. Ils sont aussi tre`s employe´s en tant que polyme`res pour encapsuler des
me´dicaments et les rendre inactifs et donc moins toxiques (polymeric prodrug) [317]. De
plus, les PEG sont connus pour eˆtre biode´gradable, et pour posse´der une immunoge´ne´cite´
et une antige´ne´cite´ tre`s basses [315].
Dans les mode`les de´crits dans la litte´rature, nous avons vu (1.1.3) que la distance
optimale entre le re´sidu sucre et l’azote apical doit eˆtre d’environ 20 A˚. Nous avons estime´
la distance entre l’azote apical et la fonction thiol d’environ 7-8 A˚, le bras PEG doit
donc eˆtre d’environ 11-12 A˚. Le produit commercial 2[2-(2-chloroe´thoxy)e´thoxy]e´thanol
a e´te´ choisi comme produit de de´part. Le re´sidu sucre a donc e´te´ greffe´ sur le bras
2[2-(2-chloroe´thoxy)e´thoxy]e´thanol par couplage glycosidique. Afin de prote´ger la fonction
thiol et de libe´rer le che´lateur NTA(Cys(NH2))3, nous avons choisi un lien disulfure entre
l’autre extre´mite´ de l’espaceur et les fonctions thiols du tripode. Ainsi, une fois la mole´cule
reconnue par les ASGP-R, elle entrera dans la cellule. Les trois ponts disulfure se cliveront
et le tripode NTA(Cys(NH2))3 sera libe´re´ (Fig 136). Les sucres et l’espaceur seront quant
a` eux libres et vont eˆtre de´truits par la cellule.
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Figure 136 – Sche´matisation du caracte`re prodrogue du vecteur 2
17.1.2 Greffage du fluorophore
Nous avons choisi d’introduire le fluorophore sur le vecteur, par l’interme´diaire d’une
fonction amine. Pour cela, nous avons remplace´ un des bras ace´tate du tripode NTA par une
lysine en utilisant le Nα-Nα-Bis(carboxyme´thyle)-L-lysine (NTA(Lys)) commercial comme
produit de de´part. Notons que cette plate-forme chimique (NTA(Lys)) est asyme´trique
(plus de syme´trie C3).
Vu les proble`mes rencontre´s au cours de l’e´tape de couplage du fluorophore TRITC sur
Vect1 et du mauvais rendement obtenu apre`s purification, nous avons de´cide´ de changer
de fluorophore. Il faut cependant garder la couleur rouge ne´cessaire et donc l’emploi d’un
fluorophore de´rive´ de la rhodamine. Le lien chimique forme´ lors de la re´action entre l’amine
et l’isothiocyanate de TRITC n’e´tant pas tre`s stable chimiquement, nous avons opte´ pour la
formation d’un lien amide entre l’amine et le fluorophore en partant d’un fluorophore de´rive´
ester active´ (NHS). Ce fluorophore commercial se nomme Rhodamine-NHS ou carboxy-
te´trame´thylrhodamine succinimidyle ester ou TAMRA. La structure chimique est la meˆme
que TRITC mais la liaison forme´e entre l’amine et le fluorophore est donc diffe´rente et
plus stable.
17.1.3 Formule du deuxie`me vecteur
Comme dans le cas du premier vecteur, nous avons besoin d’un vecteur non marque´
pour re´aliser des tests in-vitro par spectroscopie UV-visible en pre´sence de BCS. La partie
che´latante dans ce deuxie`me vecteur est le NTA(Cys(NH2))3 (Fig 136), c’est lui qui
va complexer le cuivre(I) intracellulaire. Nous avons donc synthe´tise´ les deux vecteurs,
Vect2-TAMRA marque´ et Vect2 non marque´, ce dernier est quand a` lui syme´trique et
a e´te´ synthe´tise´ a` partir du tripode NTA(Cys(NH2))3 (Fig 137).
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Figure 137 – Structure de Vect2-TAMRA (en haut) et Vect2 (en bas)
17.2 Synthe`ses et discussions
Pour acce´der aux vecteurs Vect2 et Vect2-TAMRA, nous avons envisage´ la forma-
tion des ponts disulfures entre le meˆme interme´diaire 24 contenant le re´sidu GalNac et les
tripodes NTA(Cys(NH2))3 pour Vect2 et A pour Vect2-TAMRA (Fig 138).
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Figure 138 – Re´trosynthe`se des deuxie`mes vecteurs : la partie  bras + sucre  (en violet)
et la partie tripode (en noir) ont e´te´ synthe´tise´es inde´pendamment.
La synthe`se des produits interme´diaires 24, A1, A2, B1 et B2 et des deux vecteurs
Vect2 et Vect2-TAMRA va maintenant eˆtre de´veloppe´e.
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17.2.1 Synthe`se de l’interme´daire 24 contenant le re´sidu GalNac
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Figure 139 – Re´trosynthe`se du produit 24
Pour acce´der a` l’interme´diaire 24, nous avons choisi de partir du sucre GalNac prote´ge´
et de re´aliser un couplage glycosidique entre ce sucre et l’espaceur (l’alcool commercial
2-[2-(2-chloroe´thoxy)e´thoxy]e´thanol). Une fois le couplage re´alise´, l’autre extre´mite´ de l’es-
paceur a e´te´ modifie´ afin d’obtenir un thiol active´ et faciliter ainsi la formation d’un pont
disulfure intermole´culaire.
Couplage glycosidique, de´finition : Le couplage glycosidique est un couplage entre
un sucre donneur et un accepteur (autre sucre ou alcool). Cette re´action est catalyse´e par
un promoteur. Le sucre donneur doit posse´der un groupe partant en position anome´rique
et ses hydroxyles doivent eˆtre prote´ge´s (Fig 139). L’accepteur doit avoir au moins une
fonction hydroxyle libre. Le promoteur active le donneur. Dans notre cas, l’accepteur est
le 2-[2-(2-chloroe´thoxy)e´thoxy]e´thanol et le donneur potentiel est le sucre commercial N -
ace´tylgalactosamine entie`rement ace´tyle´.
Le couplage glycosidique est une re´action largement utilise´ notamment pour la
synthe`se de glycoligands. Il existent de nombreuses conditions de´crites dans la
litte´rature [318] [319] [320].
Nous avons utilise´ diffe´rentes conditions pour re´aliser cette re´action entre le 2-[2-(2-
chloroe´thoxy)e´thoxy]e´thanol et le GalNac entie`rement ace´tyle´. Ce dernier est obtenu dans
des conditions classiques a` savoir l’anhydride ace´tique et de la pyridine [321] [322]. La
forme α est obtenue majoritairement avec un rendement de 95%.
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Choix du donneur : Afin de faciliter la re´action de glycosylation, le groupement OAc
de la position anome´rique a e´te´ substitue´e par un haloge`ne pour avoir un meilleur groupe
partant.
Dans un premier temps, nous avons synthe´tise´ le de´rive´ brome´ 17 a` partir du sucre
entie`rement ace´tyle´. Le rendement obtenu pour former le produit 17 est infe´rieur a`
9% [323]. En effet, le compose´ trop re´actif se de´grade tre`s rapidement au contact de l’eau
et de l’oxyge`ne et redonne un hydroxyle en position anome´rique.
Nous avons donc de´cide´ de synthe´tiser le de´rive´ chlore´ 18, moins re´actif donc moins sen-
sible a` l’eau et a` l’oxyge`ne. La synthe`se a e´te´ re´alise´e selon un protocole de´crit a` partir
du GalNac commercial. Le traitement de ce dernier par le chlorure d’acyle permet de
re´aliser simultane´ment la protection des hydroxyles et la substitution du OAc en position
anome´rique par un chlore [324] [325]. Cette re´action permet d’obtenir le produit 18 avec
un rendemment de 19%. En effet, ce produit est le´ge´rement plus stable que le de´rive´ brome´
17 mais pas suffisament car il redonne l’alcool en position anome´rique. Malgre´ tout, nous
avons obtenu assez de produit pour tester le couplage glycosidique.
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Figure 140 – Synthe`se des sucres de´rive´ chlore´ et brome´ en position anome´rique
Avec un haloge`ne en position anome´rique, le promoteur de choix est le triflate d’argent
AgOTf. L’argent capte l’haloge`ne de la position anome`rique, AgOTf e´tant un acide de lewis
(Fig 141). L’inconve´nient de ce sel est que la re´action doit eˆtre faite a` l’abri de la lumie`re. Le
traitement du de´rive´ chlore´ 18 par le triflate d’agent, re´alise´e selon un protocole de´crit [325],
conduit a` un me´lange des deux anome`res avec un rendement de 40%. Ces deux anome`res
sont pre´sent en proportion 50-50 et leur se´paration sur colonne chromatographique s’est
ave´re´e impossible en raison de la pre´sence de produits parasites issus de la polyme´risation
de l’alcool. Nous avons donc change´ de strate´gie.
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Figure 141 – Couplage glycosidique en pre´sence du promoteur AgOTf
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L’autre voie de synthe`se est de garder en position anome´rique le groupement OAc et
de re´aliser le couplage glycosidique avec un autre promoteur.
Le couplage a donc e´te´ re´alise´ en pre´sence de BF3.Et2O. Dans notre cas, lors du traitement
du GalNac tout ace´tyle´ par BF3.OEt2, selon le protocole de´crit sur le galactose entie`rement
ace´tyle´ [326] [327] aucune re´action n’a e´te´ observe´e. Cela peut s’expliquer par le faible
caracte`re nucle´ofuge du groupement OAc et que BF3.Et2O n’est pas un promoteur adapte´
dans ce cas la`.
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Figure 142 – Couplage glycosidique en pre´sence du promoteur BF3Et2O
Une autre me´thode consiste a` former un interme´diaire oxazoline (Fig 143). L’obtention
de cet interme´daire oxazoline est de´crite avec le sucre N -ace´tylgalactosamine entie`rement
prote´ge´ par des ace´tyles [321] [328] (Fig 143, produit 19). L’utilisation de cet interme´daire
lors de la glycosylation permet de former se´lectivement l’anome`re β. Nous avons donc
synthe´tise´ cette oxazoline 20 par re´action du GalNac entie`rement ace´tyle´ 19 avec le
TMSOTf. Cet interme´diaire (Fig 143, produit 20) re´agit ensuite avec l’alcool 2-[2-(2-
chloroe´thoxy)e´thoxy]e´thanol en pre´sence de TMSOTf. Cette re´action conduit a` un me´lange
des deux formes anome´riques dont la forme β est majoritaire et isole´e par colonne chro-
matographique avec un rendement global de 55% a` partir du produit 19. Notons que la
forme α est difficilement purifiable car elle est e´lue´e en meˆme temps que l’alcool en exce`s
(Fig 143).
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Figure 143 – Couplage glycosidique en pre´sence du promoteur TMSOTf, via la formation
de l’ozaxoline : Formation du produit 21.
Obtention d’un thiol active´ pour former le pont disulfure : Afin de former de
manie`re re´giose´lective le pont disulfure dissyme´trique par re´action intermole´culaire, il faut
faire re´agir une fonction thiol avec un thiol active´ [329]. Il existe diffe´rents moyens de former
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un thiol active´, notamment par l’emploi de de´rive´s de type thiosulfonates (NaS2O2R) tre`s
utilise´s pour la synthe`se de ligands glycomime´tiques [330] [331] [332] [333] ou par l’emploi
de de´rive´s de type radical 2-pyridyl-sulfanyle qui correspond a` une activation par e´change
de disulfure, c’est la me´thode la plus commune [334] [335] [336] [337] [338] [339].
a) Activation par NaS2O2Ph : Les compose´s de type thiosulfonates re´agissent
avec des de´rive´s haloge´ne´s selon un me´canisme de substitution nucle´ophile. NaS2O2Ph a
donc e´te´ employe´ pour former un thiol active´ a` partir du produit 21 qui posse`de un chlore
au bout de la chaˆıne trie´thyle`ne glycol.
Le NaS2O2Ph n’est pas commercial mais sa synthe`se est de´crite [330] a` partir du
benze`nesulfinate de sodium et du soufre. Cette re´action nous a permis d’obtenir NaS2O2Ph
avec un rendement de 58% apre`s recristallisation (Fig 144).
La substitution nucle´ophile entre NaS2O2Ph et le produit 21 a e´te´ re´alise´e selon un proto-
cole de´crit, mais aucune re´action n’a e´te´ observe´e (Fig 144) [330]. La plupart des re´actions
de´crites sont faites soit sur un sucre haloge´ne´ en position anome`rique donc beaucoup plus
re´actif que le chlore qui est situe´ en bout de chaˆıne du produit 21, soit sur un de´rive´ brome´
et celui-ci est un meilleur groupe partant que le chlore [330] [331] [332] [333] [340]. Nous
avons donc de´cide´ d’utiliser l’autre me´thode qui consiste a` faire re´agir un de´rive´ de type
radical 2-pyridyle-sulfanyle (PYS) sur un thiol libre pour l’activer.
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Figure 144 – Sche´ma de synthe`se
b) Activation par l’aldrithiol : Cette re´action consiste a` transfe´rer un thiol sur
un autre. Le produit 21 doit donc eˆtre transforme´ au pre´alable en thiol libre. La formation
d’un thiol a` partir d’un de´rive´ chlore´ est de´crite dans la litte´rature sur le bras 2[2-(2-
chloroe´thoxy)e´thoxy]e´thanol [341]. Cette re´action passe par la formation d’un interme´diaire
de type thioure´e. L’inconve´nient est que la coupure du thioure´e forme´e est re´alise´e en
pre´sence de NaOH tre`s concentre´ a` reflux. Plusieurs proble`mes se posent donc :
- Il faut pouvoir cliver la thioure´e en thiol sans de´prote´ger le NHAc du sucre.
- La re´action doit se faire a` l’abri de l’oxyge`ne pour ne pas oxyder le thiol forme´.
Il est possible de de´prote´ger se´lectivement le thioure´e par du bisulfite (Na2S2O5) sans
de´prote´ger les groupes ace´tyles [330] [342] [343], mais le thiol forme´ est apolaire et le
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purifier sur colonne chromatographique de silice est risque´ (possible oxydation du thiol).
L’utilisation de la soude permet la de´protection simultane´e des groupements OAc. Par
contre, le produit re´sultant est polaire, mais il ne pre´sente aucun groupement permettant
un suivi UV-visible lors d’une purification par HPLC pre´parative. Nous avons donc choisi
de ne pas purifier le thiol forme´ 23.
Les quatre e´tapes (Fig 145) : formation et coupure du thioure´e, de´protection des hydroxyles
et activation du thiol ont donc e´te´ re´alise´es in-situ a` l’abri de l’oxyge`ne (flux d’argon
continu) avec des solvants de´gaze´s.
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Figure 145 – Synthe`se du produit 24
Apre`s formation de l’interme´daire thioure´e 22, la coupure en thiol et la de´protection est
re´alise´e par traitement a` la soude. Afin de ne pas de´prote´ger le NHAc lors de cette e´tape,
le pH est controˆle´ tout au long de la re´action et maintenu a` pH 9, pH pour lequel seul les
OAc se de´prote´gent [344] (pH doit eˆtre supe´rieur a` 10-12 pour de´prote´ger NHAc [345]).
La re´action a e´te´ suivie par RMN 1H. Les OAc se de´prote`gent au bout de 2h, la coupure
de la thioure´e est plus longue. Nous observons aussi la formation de deux sous produits
en quantite´ variable qui correspondent a` l’ace´tylation du thiol libre (produit 25)(confirme´
par spectrome´trie de masse, [M+H+]th = 412.2 ; [M+H
+]exp = 412.3) et si le montage n’est
pas assez e´tanche, il y a oxydation du thiol (produit 26) (confirme´ par spectrome´trie de
masse,[M+H+]th = 737.3 ; [M+H
+]exp = 737.2), (Fig 146).
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Figure 146 – Produits secondaires obtenus au cours de la formation du produit 24
Enfin, l’activation du thiol libre (produit 23, Fig 145) est re´alise´e par addition
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d’aldrithiol (PYS-PYS) [337]. La re´action est suivie par HPLC analytique. Quand celle-ci
est termine´e, le produit est imme´diatement purifie´ par HPLC pre´parative sans TFA. Le
produit 24 n’est pas stable. Nous avons observe´ une de´gradation de ce produit 24 a`
l’oxyge`ne. Il doit donc eˆtre utilise´ rapidement apre`s purification. Le rendement global
pour ces 4 e´tapes est de 19% (Fig 145).
Notons que l’e´tape limitante de cette synthe`se est la formation du thiol. Un moyen
d’e´viter la formation du produit ace´tyle´ sur le thiol serait de mettre un re´actif permettant
de pie´ger les ace´tyles libres (scavenger). Pour e´viter la formation du produit duˆ a`
l’oxydation, il faudrait re´aliser un montage plus e´tanche.
17.2.2 Partie tripode, synthe`se des produits A1 et A2
La synthe`se du tripode NTA(Cys(NH2))3 ne´cessaire pour l’obtention de Vect2 a e´te´
de´crite dans la partie 10.2.1 du manuscrit. Nous allons donc pre´senter dans cette partie la
synthe`se des tripodes A1 et A2 pre´curseurs de Vect2-TAMRA.
Nous sommes partis du produit commercial Nα-Nα-Bis(carboxyme´thyle)-L-lysine
(NTA(Lys)). Avant de coupler la Cys(Trt)NH2, elle aussi commerciale, la fonction amine de
la chaˆıne late´rale de la lysine doit eˆtre prote´ge´e afin d’e´viter que le NTA(Lys) re´agisse sur
lui meˆme au cours de la re´action de couplage. Nous avons utilise´ deux strate´gies concer-
nant la protection de cette fonction amine ne´cessaire a` l’insertion d’un fluorophore. La
premie`re strate´gie consiste a` prote´ger la fonction amine par un groupement orthogonal
aux groupement trityles qui prote`gent les cyste´ines. La seconde est l’emploi d’un groupe-
ment protecteur qui se de´prote`ge en meˆme temps que les trityles.
Synthe`se du produit A1 :
a) Protection du NH2 de la lysine par le groupement Dde : Le greffage du
fluorophore se fait en toute dernie`re e´tape, la fonction amine de la lysine va donc eˆtre
de´prote´ge´e au dernier moment. Nous avons donc choisi d’utiliser un groupement protec-
teur orthogonal aux Trt (des fonctions thiols). Afin qu’il re´siste au TFA, le groupement
protecteur N -2-(4,4-dime´thyl-2,6-dioxocyclohexylide`ne)e´thylamine (Dde) a e´te´ choisi. Ce
groupement se de´prote´ge en pre´sence d’hydrazine 2%. L’e´tape de de´protection du Dde
intervient apre`s la formation du pont disulfure. Il a e´te´ montre´ qu’un pont disulfure est
stable a` ces conditions mais le temps de re´action doit eˆtre infe´rieur a` 10 min [346] [347].
Notons aussi que le groupement protecteur S-StBu est stable a` l’hydrazine (catalogue No-
vabiochem page 4.1).
Meˆme si le Dde est largement utilise´, peu de protocoles de´taille´s concernant les conditions
de protection d’une fonction amine par ce groupement sont re´pertorie´s. Nous avons re´alise´
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cette re´action, traitement de la NTA(Lys) par l’ace´tyldimedone, en utilisant deux solvants
diffe´rents. La premie`re re´action a e´te´ e´ffectue´ dans la DMF a` 60 ◦C et en pre´sence de base
(DIEA) [348]. La deuxie`me a e´te´ faite dans l’e´thanol a` reflux (90 ◦C) et en pre´sence de
DIEA [349] [350] [351]. En pre´sence d’e´thanol, on observe l’este´rification des acides car-
boxyliques du NTA. Le produit 27 voulu a donc e´te´ obtenu, avec la re´action faite dans la
DMF, avec 76% de rendement.
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Figure 147 – Synthe`se du produit A1
b) Couplage de la Cys(Trt)NH2 et de´protection des Trt : Le couplage
a e´te´ re´alise´ dans les meˆmes conditions que celles utilise´es pour obtenir le tripode
NTA(Cys(NH2))3 en pre´sence d’agents de couplage qui sont EDC et HOBt. Le pro-
duit 28 de´sire´ a e´te´ obtenu sans eˆtre purifie´. La de´protection a eu lieu en pre´sence de TFA
et le produit A1 (ou NTA[Lys(Dde)(Cys(NH2))3]) a e´te´ obtenu apre`s purification sur
colonne HPLC pre´parative avec un rendement global de 45% (Fig 147).
Synthe`se du produit A2 : Comme la formation du pont disulfure est se´lective,
la prote`ction de l’amine n’est pas force´ment ne´cessaire. Nous avons donc de´cide´
de prote´ger la lysine par le groupement protecteur t-Butyl carbamate (Boc) afin qu’il
soit de´prote´ge´ en meˆme temps que les trois trityles. Cela permet alors de gagner une e´tape.
Le produit Nα-Nα-Bis(carboxymethyl)-L-lysine a donc e´te´ prote´ge´ par traitement
avec le di-tert-butyl dicarbonate (Boc2O). Le produit 29 a e´te´ obtenu sans purification
avec un rendement de 64% (Fig 148). Le couplage entre le produit 29 et la Cys(Trt)NH2
a e´te´ re´alise´ dans les meˆmes conditions que pour le produit A1 (Fig 148). Le produit 30
a e´te´ obtenu sans purification avec un rendement global de 61% a` partir du NTA(Lys).
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Enfin, le produit A2 (ou (NTA[Lys(Cys(NH2))3])) a e´te´ obtenu apre`s purification sur
HPLC pre´parative avec un rendement de 72% sur cette e´tape (Fig 148).
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Figure 148 – Synthe`se du produit A2
L’interme´diaire A2, posse´dant trois fonctions thiols et une fonction amine libre a donc
e´te´ synthe´tise´ au de´part de la NTA(Lys) commerciale en trois e´tapes avec un rendement
global de 44% .
17.2.3 Formation des trois liaisons disulfure
A ce stade, nous disposons des produits ne´cessaires a` la formation des ponts disulfures
et a` la synthe`se de nos deux vecteurs. La re´action a e´te´ re´alise´e dans la DMF et suivie
par HPLC analytique. Une fois la re´action termine´e, le brut a e´te´ purifie´ sur colonne
HPLC pre´parative sans TFA. La se´paration par HPLC pre´parative entre le produit forme´
et le produit 24 en exce`s est difficile. Elle a duˆ eˆtre optimise´e, notamment en changeant
la colonne HPLC (diminution de la granulome´trie), ce qui nous a permis d’injecter de
plus faibles quantite´s et d’avoir une se´paration en HPLC pre´parative semblable a` celle en
analytique.
Synthe`se de Vect2 : Afin d’obtenir Vect2, nous avons fait re´agir le tripode
NTA(Cys(NH2))3 et le produit 24. Vect2 a e´te´ obtenu apre`s purification sur colonne
HPLC pre´parative avec un rendement de 35% (Fig 149). Ce produit a e´te´ caracte´rise´ par
spe´ctrome´trie de masse et RMN proton ou` le spectre montre une syme´trie C3 attendue.
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Figure 149 – Synthe`se du vecteur non marque´ : Vect2
Synthe`se des produits B1 et B2 : La synthe`se du produit B1 a e´te´ re´alise´e entre le
produit 24 et le produit A1 dans les meˆme conditions que Vect2. Le produit B1 a e´te´
obtenu apre`s purification sur colonne HPLC pre´parative avec un rendement de 34% (Fig
150).
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Figure 150 – Synthe`se du produit B1
La synthe`se du produit B2 a e´te´ re´alise´e entre le produit 24 et le produit A2 dans les
meˆme conditions que Vect2. Le produit B2 a e´te´ obtenu apre`s purification sur colonne
HPLC pre´parative avec un rendement de 20% (Fig 151).
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Figure 151 – Synthe`se du produit B2
Le produit B2 est obtenu avec un rendement un peu plus faible que B1, mais l’amine
de la lysine est de´ja` de´prote´ge´e. Cette strate´gie permet de gagner une e´tape.
17.2.4 Couplage du fluorophore
Pour marquer ce deuxie`me vecteur, nous avons utilise´ TAMRA connu aussi sous le
nom de rhodamine-NHS. TAMRA est plus stable et moins sensible au pH que TRITC.
De´protection du groupement Dde : Avant de coupler le fluorophore TAMRA sur
le produit B1, rappelons que celui si est prote´ge´ par le groupement Dde sur la fonction
amine. Pour la de´protection, nous avons fait re´agir le produit B1 avec de l’hydrazine a` 2%
pendant 10 min. Ensuite, le produit a e´te´ pre´cipite´ dans l’e´ther et centrifuge´ [346] [347].
Au vu de la faible quantite´ de produit de de´part, le compose´ de´prote´ge´ n’a pas e´te´ purifie´
et il a e´te´ utilise´ tel quel lors du couplage avec TAMRA. Ce couplage a e´te´ effectue´ a` pH
basique 8-9 dans la DMF a` l’abri de la lumie`re et suivi par HPLC analytique. Le milieu
re´actionnel a e´te´ purifie´ sur colonne HPLC pre´parative sans TFA. La purification a e´te´
une nouvelle fois difficile. En effet, meˆme sans TFA, le fluorophore en exce`s se de´grade, il
semble meˆme qu’il s’accroche sur la colonne. Nous obtenons, un me´lange de deux produits
avec un rendement de 35% (Fig 152).
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Figure 152 – Synthe`se de Vect2-TAMRA a` partir du produit B2
Ce me´lange correspond au produit souhaite´, Vect2-TAMRA, accompagne´ d’un produit
contenant un seul sucre,Vect2a-TAMRA (Fig 152). Par spectrome´trie de masse et HPLC
analytique, il semble que le produit posse´dant un seul sucre soit majoritaire. Cependant,
il est difficile de de´finir exactement la quantite´ exacte car la spectrome´trie de masse n’est
pas une technique quantitative et nous observons un pic large difficilement inte´grable par
HPLC analytique.
Lors de la re´action de formation du disulfure, entre le produit A1 et le produit 24, le
produit souhaite´ B1 a e´te´ observe´ seul par ES-MS et par RMN
1H. Ainsi, le sous-produit
comportant un seul sucre (Vect2a-TAMRA, Fig 152) s’est forme´ au cours de la de´protection
du Dde. Meˆme avec un temps de re´action court, les 2% d’hydrazine ont clive´ les ponts
disulfures forme´s au niveau des deux bras syme´triques de la mole´cule pour promouvoir la
formation d’un disulfure intramole´culaire (Fig 152).
Formation du pont disulfure et couplage du fluorophore a` partir du produit B2 :
Le couplage du fluorophore sur l’interme´diaire B2 a e´te´ re´alise´ dans les meˆmes conditions
que pre´ce´demment. Le milieu re´actionnel a e´te´ purifie´ sur colonne HPLC pre´parative. La
purification est la` aussi tre`s difficile, le fluorophore et le produit attendu s’accrochent sur la
colonne. Malgre´ tout, on obtient le produit souhaite´ Vect2-TAMRA avec un rendement
de 16% (sur cette e´tape) (Fig 153).
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Figure 153 – Synthe`se du deuxie`me vecteur marque´ : Vect2-TAMRA
En re´sume´, il n’est donc pas ne´cessaire de prote´ger la fonction amine de la lysine pour
re´aliser le couplage entre la partie tripode et le produit 24. La strate´gie Boc est donc la
strate´gie la plus ade´quate dans ce cas. En plus, elle permet de re´duire le nombre d’e´tape.
17.3 Conclusion sur ce paragraphe
Nous avons obtenu les deux vecteurs : Vect2 non marque´ et Vect2-TAMRA marque´.
Concernant Vect2, la formation des ponts disulfures entre le tripode NTA(Cys(NH2))3
et le produit 24, inde´pendamment synthe´tise´s, est efficace. Le rendement global de cette
synthe`se a` partir du NTA(Cys(NH2))3 est de 12% .
L’interme´diaire 24 a quant a` lui e´te´ obtenu en 7 e´tapes avec un rendement global de
19% tout a` fait convenable (rdt moyen ≈ 66%). Dans cette synthe`se, l’e´tape limitante est
la formation du thiol en bout de chaˆıne car deux sous produits se forment au cours de la
re´action. De plus, au cours de la synthe`se du produit 24 (de´rive´ PYS) a` partir du produit
21 (de´rive´ chlore´), les produits forme´s sont tre`s sensibles. Cependant, nous obtenons le
produit 24 en quantite´ suffisante et avec un bon rendement.
La synthe`se de Vect2-TAMRA a ne´cessite´ l’emploi d’un autre tripode A2 qui a
e´te´ obtenu apre`s trois e´tapes en employant les meˆmes conditions que lors de la synthe`se
des tripodes de´rive´s du NTA. Ensuite, le fluorophore TAMRA, a e´te´ utilise´ car moins
sensible au pH et plus stable que TRITC. Cependant, la purification du produit final est
la` aussi limitante. En effet, le fluorophore en exce`s s’accroche sur la colonne ainsi que
Vect2-TAMRA. Nous avons essaye´ d’optimiser au mieux cette dernie`re purification en
ame´liorant notamment l’e´tape de purification du produit B2, mais les fluorophores de´rive´s
de la rhodamine ne semblent pas appre´cier la phase inverse RP18 de la colonne HPLC
pre´parative. Vect2-TAMRA a e´te´ obtenu avec un rendement global a` partir de A2 de
1.4% mais en quantite´ suffisante pour effectuer des premiers tests cellulaires.
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18 Complexation du cuivre(I) par les deux vecteurs
in vitro et dans les cellules
Afin d’e´valuer l’activite´ complexante de ces vecteurs pour le cuivre(I), des mesures in
vitro par spectroscopie UV-visible. Des tests cellulaires ont e´te´ re´alise´s afin de valider
la reconnaissance par les ASGP-R, l’internalisation des vecteurs dans les cellules et la
complexation du cuivre intracellulaire.
18.1 Mesures de la complexation des vecteurs par spectroscopie
UV-visible
Pour e´valuer l’affinite´ de ces deux vecteurs pour le cuivre(I), la bathocupro¨ıne disul-
fonate (BCS) a e´te´ utilise´e comme compe´titeur. Un suivi par spectroscopie UV-visible de
la formation du complexe Cu(BCS)2
3− a e´te´ effectue´ en pre´sence des vecteurs selon la
me´thode pre´sente´e dans les parties II et III.
Rappelons que les vecteurs pre´sentent tous les deux un ou plusieurs ponts disulfures qui
masquent les fonctions thiols et donc l’activite´ complexante. Les fonctions thiols seront
 libe´re´es  quand les ponts disulfures seront re´duits, une fois dans la cellule, par le glu-
tathion (GSH) qui se trouve a` une concentration d’environ 1 mM [352].
18.1.1 Mesures et re´sultats
L’absence de complexation par les deux vecteurs a e´te´ mise en e´vidence par ajout
de 0.9 eqv. de cuivre(I) sur les vecteurs puis de 2 eqv. de BCS. Dans ce cas, le cuivre
est totalement complexe´ par BCS et les vecteurs ne pre´sentent donc aucune capacite´ a`
complexer Cu+ (Fig 154).
Le GSH est un re´ducteur mais il est aussi un compe´titeur puisqu’il posse`de une affinite´
pour le cuivre(I) [233]. Afin d’e´valuer cette affinite´, 1 mM de GSH ont e´te´ mis dans une
cuve UV en pre´sence de cuivre(I) afin de pre´former les complexes GSH(Cu) et 2 eqv. de
BCS ont e´te´ ajoute´s. Le pourcentage de cuivre(I) de´place´ par le BCS est de 90% (Fig 154).
Le GSH ne garde donc que 10% du Cu+, c’est donc un compe´titeur faible pour (Vect1)red
et (Vect2)red.
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Figure 154 – Pourcentage de cuivre(I) de´place´ par 2 eqv. de BCS, tampon phos. 20
mM/AcN (v/v = 9/1), pH 7.4, 298 K
Pour mesurer l’affinite´ des vecteurs une fois les thiols libe´re´s en milieu re´ducteur, Vect1
et Vect2 ont e´te´ mis en pre´sence de GSH 1 mM. Ensuite, 0.9 eqv. de cuivre(I) a e´te´ ajoute´
afin de pre´former le complexe et 2 eqv de BCS ont e´te´ additionne´s. Nous observons que le
BCS de´place 40% du cuivre(I) du complexe (Vect1)red-Cu et de´place 8% de cuivre(I) du
complexe (Vect2)red-Cu (Fig 155).
Figure 155 – Pourcentage de cuivre(I) de´place´ par 2 eqv. de BCS, tampon phos. 20
mM/AcN (v/v = 9/1), pH 7.4, 298 K
18.1.2 Conclusions
Les deux vecteurs sont bien re´duits par 1 mM de GSH. L’affinite´ pour le Cu+ de
Vect2 est supe´rieure a` celle de Vect1. L’affinite´ de Vect1 est comparable a` celle des
cyclode´capeptides mode`les P1 et P2 qui pre´sentent une affinite´ un peu plus faible que
PC (Fig 155). Rappelons que PC est un mode`le de la boucle de liaison MXCXXC des
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me´tallochaperonnes. Vect1 a-t-il une affinite´ suffisante pour complexer le cuivre(I) intra-
cellulaire ?
La comparaison de l’affinite´ de Vect2 avec le tripode NTA(Cys(NH2))3 montre qu’elles
sont quasiment identiques. La re´duction des trois ponts disulfures redonne bien le tripode
attendu (Fig 155). Vect 2 a donc une affinite´ plus grande que celle de PC . L’affinite´ de
Vect2 est-elle suffisante ou trop importante pour complexer le cuivre(I) intracellulaire ? Ne
peut-il pas entrer en compe´tition avec des me´tallochaperonnes et leur prendre le cuivre(I) ?
Afin de re´pondre a` ces questions, nous avons e´value´ la complexation de ces deux vecteurs
dans les cellules.
18.2 Tests cellulaires : Internalisation et e´valuation de la com-
plexation du cuivre(I) intracellulaire
Les tests cellulaires d’internalisation et d’e´valuation de la complexation du cuivre in-
tracellulaire ont e´te´ re´alise´s sur des ligne´es cellulaires issues d’he´patocytes.
18.2.1 Types cellulaires utilise´s
Pour e´valuer au mieux l’internalisation et la complexation du cuivre(I) dans les cellules, il
a fallu choisir des mode`les cellulaires qui se rapprochent le plus possible des he´patocytes,
qui sont les cellules cible´es. Nous avons utilise´ trois types de cellules : les cellules HepG2
et les cellules WIF-B9 et Can 10.
He´patocytes (de´finition ge´ne´rale) : Le foie humain correspond a` 5% du poids d’une
personne, il est compose´ de 60% d’he´patocytes qui produisent 90% des prote´ines he´patiques
qui sont responsables de la plupart des fonctions principales du foie. Environ cent ge`nes
sont exprime´s dans les he´patocytes. Comme toutes cellules e´pithe´liales, les he´patocytes
doivent eˆtre polarise´s pour eˆtre fonctionnels. Leur polarite´ est tre`s complexe compare´e a`
celle de la plupart des cellules e´pithe´liales qui sont dites de formes simples (Fig 156) [353].
Les he´patocytes sont des cellules polarise´es qui forment un e´pithe´lium, c’est-a`-dire un tissu
se´parant le milieu interne du milieu externe.
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Figure 156 – Sche´matisation de cellules de polarisation simple (a` gauche) et d’he´patocytes
(a` droite) [353]
Dans le foie, les he´patocytes sont dispose´s en trave´e de 10 a` 20 cellules se´pare´s entre eux
par des capillaires sinuso¨ıdes ou par des canalicules biliaires (Fig 157). Elles sont coˆte a`
coˆte mais aussi face a` face.
Figure 157 – Sche´matisation de l’organisation en trave´ des cellules [354].
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Elles sont donc dispose´es en trave´e monocellulaire et se´pare´es par des capillaires si-
nuso¨ıdes qui ve´hiculent le sang. Ceci forme le mileu interne du foie, le milieu externe est
quant a` lui repre´sente´ par un re´seau de canalicules biliaires qui forment la partie ini-
tiale des voies biliaires (Fig 157). La membrane plasmique des he´patocytes est divise´e en
trois domaines : la membrane sinuso¨ıdale (ou poˆle basal) en contact avec les capillaires
sinuso¨ıdes, le poˆle late´ral en contact avec un he´patocyte adjacent (c’est par ce poˆle qu’elles
communiquent entre elles) et le poˆle apical en contact avec le canalicule biliaire (Fig 158).
Ce dernier est forme´ par plusieurs cellules. Les canalicules biliaires sont entoure´s par les
jonctions serre´es (Fig 157), ensemble de prote´ines de la membrane plasmique assurant
la cohe´sion du tissu en associant les cellules entre elles. Les jonctions serre´es se´parent le
poˆle apical (ou canaliculaire) du reste de la membrane plasmique [353]. Les xe´nobiotiques
entrent dans la cellule par le poˆle sinuso¨ıdale (arrivent de la circulation sanguine) et sont
excreˆte´s soit par ce meˆme poˆle soit par le poˆle apical vers les canalicules biliaires.
Figure 158 – Sche´matisation d’un he´patocyte, visualisation des diffe´rents poˆles [355]
Notons que les prote´ines existantes au niveau des diffe´rents poˆles sont diffe´rentes,
par exemple, on retrouvera au niveau du poˆle apical des he´patocytes, des transporteurs
appele´s transporteurs ABC qui ont notamment pour roˆle d’excre´ter des xe´nobiotiques vers
les canalicules biliaires [353].
Cellules HepG2 : Les cellules HepG2 sont tre`s utilise´es comme mode`le de cellules
polarise´es du foie cependant elles posse`dent une polarite´ faible et ne forment pas de cana-
licules. Ce sont des cellules d’he´patoblastomes humains c’est-a`-dire des cellules d’origine
cance´reuse. Elles ont garde´ plusieurs fonctions des cellules du foie humain telles que la
synthe`se de l’albumine, des lipoprote´ines et elles expriment les ASGP-R.
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Figure 159 – Image de cellules HepG2 re´alise´e au microscope optique et fixe´es
(grossissement×63)
Cellules WIF-B9 : Les cellules WIF-B9 sont une ligne´e cellulaire plus proche des
he´patocytes que les cellules HepG2. Ce sont des cellules fortement polarise´es c’est-a`-dire
qu’elles forment des canalicules biliaires [356]. L’inte´reˆt de ces cellules est de pouvoir e´tudier
l’entre´e d’une mole´cule mais aussi son excre´tion vers les canalicules biliaires. Elles sont hy-
bride´es rat-homme, le parent de la ligne´e cellulaire est FAO, cellules d’un he´patome de rat
peu polarise´es et donc ne formant pas de canalicules (Fig 160). FAO a fusionne´ avec les
cellules W138 qui viennent d’un fibroblaste humain. La ligne´e cellulaire obtenue de cette
fusion sont les cellules WIF12 qui forment plus de canalicules que FAO [357]. Enfin les
cellules WIF-B et WIF-B9 sont des sous clones de WIF12 qui poussent en agre´gat.
Figure 160 – Ge´ne´alogie des cellules WIF-B9 [358]
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Le temps de ge´ne´ration des cellules WIF-B9 est de 2.5 jours minimum. Elles passent
par la forme simple e´pithe´lium avant de former des canalicules. Les cellules WIF-B9 sont
inte´ressantes pour e´tudier le trafic intracellulaire, elles expriment notamment les deux
prote´ines ATPase : ATP7A et ATP7B qui ont un roˆle dans l’home´ostasie du cuivre (cf.
Partie II).
Figure 161 – Cellules WIF-B9 [353]
Cellules Can 10 : Les cellules Can 10 sont des cellules polarise´es, reconstituant des
canalicules biliaires, tout comme WIF-B9. Elles sont issues de la ligne´e cellulaire FAO et
donc purement du rat. Les cellules Can 10 sont dues a` une culture cellulaire sphe´ro¨ıde
de FAO qui induit la polarite´ complexe. Ce type de culture permet un meilleur contact
entre cellules. Elles forment des canalicules biliaires sous forme de tuyauterie (10 a` 20 cel-
lules regroupe´es) tout comme les he´patocytes humains dans le foie (Fig 162). Le temps de
ge´ne´ration de ces cellules est de 30 h minimum.
L’inte´reˆt principal de ces cellules est qu’elles forment des canalicules, mais elles sont
e´galement de bons outils pour e´tudier les jonctions serre´es [353], le transport du cuivre
par la prote´ine ATP7B du rat et le transport biliaire (expriment plus de transporteurs que
WIF-B9).
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Figure 162 – Cellules Can 10, en rouge marqueur fluorescence de la prote´ine radixine
(prote´ine qui permet le marquage de la membrane apicale, canalicules biliaires en rouge sous
forme de tuyauterie forme´es par plusieurs cellules Can 10) ; marque´e en vert, la prote´ine α
tubuline qui se situe dans le re´seaux cytoplasmique de la cellule [353].
Pour re´sumer, les cellules HepG2 repre´sentent le mode`le le plus courant d’he´patocytes
humains. Elles sont peu polarise´es et ne forment pas de canalicules mais en raison de
leur culture accessible et courante, ces cellules ont e´te´ choisies pour des premiers tests
cellulaires. Les cellules WIF-B9 et Can 10 reconstituent remarquablement des e´pithe´liums
polarise´s et sont stables en 5-6 jours. Elles forment ainsi un re´seau de canalicules tre`s bien
de´fini. Ces cellules sont utilise´es pour e´tudier le trafic cellulaire et notamment les re´ponses
en cas de fortes concentrations en cuivre. Malgre´ leur inte´reˆt certain (mode`les cellulaires
le plus proche des he´patocytes humains), leur culture cellulaire n’est pas usuelle et elles
sont relativement fragiles.
18.2.2 Internalisation des vecteurs et cine´tique d’entre´e
Afin de voir si les deux vecteurs sont reconnus par les ASGP-R, une cine´tique d’entre´e
des vecteurs sur les trois types cellulaires a e´te´ re´alise´e a` diffe´rents temps. Pour cela, nous
suivons le devenir des vecteurs dans chaque type cellulaire graˆce au fluorophore rouge
greffe´.
Les cellules ont e´te´ laisse´es en culture le temps ne´cessaire a` une croissance optimale. Les
cellules poussent sur des lamelles de verre dans des puits. Un puits contenant un blanc
(cellules seules) a e´te´ re´alise´ a` chaque fois pour s’assurer de la bonne viabilite´ des cellules.
Dans les autres puits ont e´te´ ajoute´s les vecteurs a` la concentration extracellulaire de 0.2
µM et de 2 µM. Apre`s un temps d’incubation variable, les cellules ont e´te´ lave´es et fixe´es
afin de pouvoir observer la fluorescence du vecteur par microscopie a` fluorescence.
Re´sultats, cellules HepG2 Apre`s observation de larges champs cellulaires, les images
des cellules HepG2 montrent qu’aux deux concentrations et pour les deux vecteurs, ces
derniers sont incorpore´s dans les cellules au bout de 2 h d’incubation. La fluorescence est
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cependant plus intense a` 2 µM (Fig 163). Notons que les points rouges visibles sont tre`s
pre´cis, ils semblent donc qu’au bout de deux heures, les vecteurs soient encore dans les
endosomes qui ont permis leur entre´e.
Figure 163 – Cellules HepG2 : visualisation des deux vecteurs a` 0.2 et 2 µM au bout de
2 h. Les deux vecteurs sont marque´s par une fluorescence rouge. Images de microscopie de
fluorescence (grossissement x 63).
Avec le temps, la fluorescence augmente et est plus diffuse, les endosomes ont donc
libe´re´s les vecteurs. En effet, au bout de 7 h, il semble que l’intensite´ est accrue, les cellules
sont plus charge´es en vecteurs. Au bout de 26 h, la fluorescence se voit dans la cellule
entie`re (entie`rement rouge).
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Figure 164 – Cellules HepG2 : visualisation des deux vecteurs a` 2 µM au bout de 7 h et
26 h. Les deux vecteurs sont marque´s par une fluorescence rouge. Images de microscopie
de fluorescence (grossissement × 63).
Les vecteurs Vect1-TRITC et Vect2-TAMRA sont bien reconnus par les ASGP-R
des cellules HepG2, les ge´ome´tries des deux plates-formes utilise´es sont donc bien adapte´es
au ciblage de ces re´cepteurs.
Re´sultats, cellules WIF-B9 et Can 10 :
Internalisation de Vect1 : Le principe est le meˆme sauf que les cellules sont ense-
mence´es puis utilise´es 6 a` 8 jours apre`s afin d’obtenir les canalicules. Apre`s 2 h d’incubation
a` 0.2 µM, Vect1-TRITC est incorpore´ dans les cellules (Fig 165). Au bout de 24 h, cer-
tains canalicules biliaires sont fluorescents, cela indique que Vect1-TRITC a traverse´ la
cellule et a e´te´ excre´te´ par voie biliaire. Au bout de 48 h, ce sont tous les canalicules
biliaires qui sont fluorescents (Fig 165). Les meˆme re´sultats sont obtenus avec les cellules
Can 10 et WIF-B9.
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Figure 165 – Entre´e de Vect1-TRITC (0.2 µM) dans les cellules Can 10 (photos d’en haut),
dans les cellules WIF-B9 (2 µM, photos d’en bas) Images de microscopie de fluorescence
(grossissement × 63).
Notons cependant que la fluorescence rouge observe´e dans les canalicules biliaires de`s
24 h n’assure pas que la mole´cule soit entie`re. En effet, la mole´cule a pu eˆtre de´grade´e
durant son trajet.
On peut se demander si ces vecteurs pourraient effectivement eˆtre excre´te´s par les cana-
licules biliaires. Il existe au niveau de la membrane apicale des prote´ines transporteurs
appele´es transporteurs ABC ou transporteurs a` ATP Binding Cassette. Ces prote´ines
ABC assurent une fonction de transport au travers des membranes cellulaires, d’une tre`s
grande varie´te´ de substrats (acides amine´s, lipides, ions, sucres, drogues (xe´nobiotiques. . . ).
Certains transporteurs ABC ont donc des fonctions physiologiques essentielles comme
l’excre´tion de toxines du foie et sont responsables de certaines re´sistances de microorga-
nismes aux antibiotiques et induisent des phe´notypes de re´sistance des cellules tumorales
a` des drogues anticance´reuses utilise´es en chimiothe´rapie. On peut donc supposer que l’un
de ces transporteurs puisse prendre en charge le vecteur.
Internalisation de Vect2 : Les re´sultats pre´liminaires obtenus avec Vect2-
TAMRA, montrent qu’il est incorpore´ dans les cellules WIF-B9 et Can 10 au bout de 2 h
d’incubation a` 0.2 et 2 µM. Au bout de 24 h, la fluorescence semble elle aussi situe´e dans
les canalicules biliaires (Fig 166).
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Figure 166 – Entre´e de Vect2-TAMRA dans les cellules Can 10 (photos d’en haut a` 2
µM pour 2 h et 0.2 µM pour 24h), et dans les cellules WIF-B9 (0.2 µM, photos d’en bas)
Images de microscopie de fluorescence (grossissement × 63).
18.2.3 Utilisation d’une sonde biologique de la concentration en cuivre intra-
cellulaire pour e´valuer la complexation
Afin de visualiser la complexation du cuivre intracellulaire par les deux vecteurs, nous
avons utilise´ une sonde biologique de la concentration de cuivre(I). C’est un moyen quali-
tatif pour savoir s’il y a ou non complexation par les vecteurs. La sonde biologique utilise´e
est la prote´ine ATP7B, prote´ine pre´sente dans la cellule.
De´placement de ATP7B en fonction de la concentration en cuivre(I) : Quand
la concentration en cuivre intracellulaire atteint un niveau potentiellement toxique pour la
cellule, la prote´ine ATP7B se de´place de l’appareil de Golgi vers la membrane apicale de
la cellule (c’est-a`-dire la membrane qui entoure les canalicules) pour excre´ter le cuivre en
exce`s dans les canalicules biliaires [359] [360]. Elle se de´place dans des ve´sicules cytoplas-
miques. Le de´placement d’ATP7B est donc une bonne sonde biologique de la concentration
intracellulaire du cuivre(I).
Le de´placement de la prote´ine ATP7B induit par 20 µM du cuivre(I) extracellulaire a e´te´
montre´ sur les cellules WIF-B9 [360]. Ces expe´riences ont donc e´te´ re´pe´te´es sur les cellules
WIF-B9 pour rechercher la concentration minimum en cuivre ne´cessaire pour visualiser
son de´placement et pour savoir si dans nos conditions expe´rimentales cela e´tait observable.
Pour cela, ATP7B a e´te´ marque´e par un fluorophore vert. ATP7B est reconnue par un an-
ticorps primaire anti-ATP7B qui a e´te´ produit par un lapin et cet anticorps est lui-meˆme
de´tecte´ par un anticorps secondaire (anti lapin) fluorescent dans le vert (Alexa 488) (Fig
167). Le de´placement d’ATP7B a e´te´ visualise´ par microscopie confocale.
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Figure 167 – Sche´matisation du principe du marquage de ATP7B
En condition basale en cuivre (cuivre ≈ 0.01 µM du milieu cellulaire), les e´tudes
montrent que ATP7B se situe dans l’appareil de Golgi entre le noyaux (N) et les canalicules
biliaires (e´toiles) (Fig 168, en haut). Par contre, en concentration anormale de cuivre (1
µM) et apre`s 2 h d’incubation, ATP7B ne se trouve plus dans l’appareil de Golgi, elle s’est
de´place´e et se situe a` la membrane apicale autour des canalicules biliaires. On peut voir
qu’elle entoure les canalicules biliaires (Fig 168, en bas).
Figure 168 – Localisation d’ATP7B (immunofluorescence due au fluorophore Alexa 488)
dans les cellules WIF-B9 en conditions basales (en haut) et conditions anormales 1 µM
cuivre (en bas). Les e´toiles marquent les canalicules biliaires et n marque les noyaux.
Images de microscopie de fluorescence et de contraste de phase superpose´es (grossissement
x 63).
Ces expe´riences, re´alise´es sur les cellules WIF-B9, de´montrent clairement qu’il est pos-
sible de voir le de´placement de la prote´ine ATP7B entre les conditions basales (cuivre ≈
0.01 µM) et un exce`s de cuivre (1 µM). Ce de´placement peut donc eˆtre utilise´ comme une
sonde biologique de la concentration intracellulaire de cuivre.
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Complexation du cuivre intracellulaire par Vect1 : Pour visualiser la position
d’ATP7B en exce`s de cuivre et en pre´sence de Vect1, une sonde fluorescent de la prote´ine
ZO-1, prote´ine des jonctions serre´es qui de´limite la membrane apicale, a e´te´ ajoute´ pour
bien visualiser les canalicules. ATP7B est toujours marque´e par une fluorescence verte et le
premier vecteur n’est pas marque´ (Vect1). Les cellules en exce`s de cuivre (1 µM incube´es
2 h) ont e´te´ ensuite incube´es pendant 3 h avec Vect1 (10 µM). Un controˆle a e´te´ re´alise´ en
absence de Vect1 (cellules avec 1 µM de cuivre incube´es 5 h). La visualisation des cellules
par microscopie a` fluorescence (5 h apre`s ajout de cuivre) montrent un de´placement de
ATP7B aux canalicules biliaires (proximite´ de la fluorescence de ZO-1 et d’ATP7B) en
absence de Vect1, tandis que les cellules incube´es avec Vect1 pendant 3 h ne montre pas
de de´placement d’ATP7B. En effet, en pre´sence de Vect1, nous voyons deux localisations
distinctes, ATP7B se trouve dans l’appareil de Golgi entre les canalicules et les noyaux
(Fig 169).
Figure 169 – Position de ATP7B en pre´sence de 1 µM de cuivre (incubation 5h), en
absence (A) ou en pre´sence (B) de 10 µM de Vect1 (incubation 2h Cu sans Vect1 +
3h avec Vect1). A gauche, image par contraste de phase (Nomarski) ; au centre, fluores-
cence de ATP7B ; a` droite, fluorescence de ZO-1, pour visualiser les canalicules. Images de
microscopie (grossissement x 63).
L’incubation avec Vect1 inhibe donc le de´placement de ATP7B vers la membrane
apicale, ce qui de´montre que l’augmentation de la concentration intracellulaire de cuivre
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n’a pas lieu. ATP7B n’excre`te donc pas le cuivre en exce`s puisqu’il est complexe´ par
Vect1. Bien que ce vecteur pre´sente une affinite´ un peu plus basse que PC (mode`le de
me´tallochaperonne), c’est un che´lateur intracellulaire du cuivre.
Les e´tudes concernant le de´placement de la prote´ine ATP7B en pre´sence de Vect2
sont en cours de re´alisation sur le cellules WIF-B9.
18.3 Conclusion de ce chapitre
Les deux vecteurs pre´sentent bien in vitro des affinite´s comparables a` leurs mode`les
 nus  de la partie che´latante qui sont respectivement P1, P2 et le NTA(Cys(NH2))3.
Les deux vecteurs (Vect1-TRITC et Vect2-TAMRA), e´labore´s selon deux strate´gies
diffe´rentes (deux plates-formes, ligands tri et te´travalents), sont tous deux reconnus par
les ASGP-R et sont incorpore´s par les cellules au bout de 2 h a` la meˆme concentration.
Bien que Vect1 ait une affinite´ plus basse que PC , mode`le des me´tallochaperonnes, il
est un che´lateur efficace du cuivre intracellulaire. Rappelons que le cuivre(I) en exce`s a
tendance a` se complexer au glutathion. C’est donc lui qui va eˆtre en compe´tition avec
Vect1 et non les me´tallochaperonnes.
19 Conclusion ge´ne´rale de cette partie
Deux vecteurs, de structures chimiques diffe´rentes, ont e´te´ synthe´tise´s selon deux
strate´gies. Les synthe`ses multi-e´tapes de Vect1 et du produit 24 (thiol active´) ne´cessaire
a` la synthe`se de Vect2 pre´sentent chacune une e´tape limitante : l’oxydation des se´rines
pour Vect1 et la formation du thiol pour l’interme´diaire 24.
Dans le cas du premier vecteur, l’oxydation des se´rines pourrait eˆtre ame´liore´e ou le lien
chimique reliant les re´sidus sucres a` la plateforme chimique pourrait eˆtre change´.
Dans le cas du produit 24, la formation du thiol pourrait s’optimiser en ajoutant une
mole´cule (scavenger) qui capte les OAc libe´re´s lors de la de´protection afin qu’ils ne puissent
re´agir a` nouveau.
De plus, dans tous les cas, la purification des vecteurs marque´s est de´licate. Ces vecteurs
pre´sentent tous les deux des re´sidus sucres N -ace´tylgalactosamine, de configuration α dans
une structure te´travalente pour Vect1 et de configuration β dans une structure trivalente
pour Vect2. Malgre´ ces diffe´rences, les e´tudes cellulaires sur des mode`les d’he´patocytes
ont montre´ que les deux vecteurs sont reconnus pas les ASGP-R a` la meˆme concentration
et sont incorpore´s au bout de 2 h d’incubation.
Les affinite´s de ces deux vecteurs pour le cuivre(I) in vitro e´value´es en pre´sence de BCS
comme compe´titeur et de GSH comme re´ducteur (compe´titeur faible), sont comparables
aux mode`les  nus  pre´alablement de´crits au partie I et III.
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Les re´sultats cellulaires sur les e´tudes de complexation de Vect1 en utilisant une sonde bio-
logique de la concentration cellulaire en cuivre (localisation d’ATP7B) montre que Vect1,
malgre´ une affinite´ plus faible que PC , est un che´lateur intracellulaire du cuivre(I).
Il serait inte´ressant de refaire ces e´tudes en utilisant une autre sonde biologique de la
concentration intracellulaire du cuivre(I). En exce`s de cuivre(I), la cellule produit des
me´tallothione´ines pour se´questrer le cuivre en exce`s. La production des MT commence au
bout de 4 h de contact avec 200 µM dans les cellules HepG2 [361]. Le dosage des ARNm de
MT produits par la cellule en exce`s de cuivre, en absence et pre´sence des vecteurs, pourrait
aussi eˆtre une bonne sonde biologique de la complexation du cuivre  libre  intracellulaire.
Il serait aussi important d’e´tudier l’excre´tion des complexes Vect1-Cu et Vect2-Cu. Nous
avons vu que des e´tudes pre´liminaires pourVect1 montrent une fluorescence accrue dans
les canalicules biliaires apre`s 24 h et plus. Rien ne de´montre actuellement que Vect1 soit
entier dans les canalicules, ni qu’il soit reconnu par les transporteurs ABC et excre´te´. Des
mesures par cartographie mesurant la fluorescence X du cuivre [362] [363] pourraient nous
renseigner sur la pre´sence ou non de cuivre dans les canalicules. L’ide´e e´tant de voir si,
en absence et pre´sence des vecteurs, on observe une augmentation de la concentration du
cuivre dans les canalicules par cette technique.
Nous avons donc atteint les objectifs fixe´s qui e´taient d’e´laborer de nouveaux che´lateurs
se´lectifs du cuivre(I), posse´dant un caracte`re prodrogue et une se´lectivite´ Cu+/Zn2+ e´leve´e
(10 ordres de grandeurs) et capables de cibler les he´patocytes pour complexer uniquement
le cuivre intracellulaire.
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Conclusion

Sixie`me partie
Conclusion
Le cuivre est un e´le´ment essentiel a` l’organisme puisqu’il intervient comme cofacteur dans
un grand nombre de processus biologiques. Mais en exce`s, il est toxique, c’est pourquoi
sa concentration est finement re´gule´e par de nombreuses prote´ines dans les organismes vi-
vants. La maladie de Wilson est une maladie ge´ne´tique due a` un dysfonctionnement de la
prote´ine ATP7B. Cette prote´ine intervient dans l’home´ostasie du cuivre(I), principalement
au niveau du foie. Les conse´quences de cette maladie sont une accumulation du cuivre dans
les cellules he´patiques, puis dans le cerveau et les yeux. Les traitements actuels sont peu
se´lectifs du cuivre et ne visent pas le foie qui est le premier organe touche´.
Les objectifs de cette the`se e´taient, dans un premier temps, d’e´laborer de nouveaux
che´lateurs qui soient se´lectifs du cuivre(I), le degre´ d’oxydation du cuivre intracellulaire
et qui pre´sentent une forte affinite´ pour ce cation me´tallique. Dans un second temps, la
fonctionnalisation de ces che´lateurs e´tait ne´cessaire pour cibler le foie et ainsi complexer
le cuivre intracellulaire en exce`s.
Figure 170 – Repre´sentation sche´matique des mole´cules bifonctionnelles (ciblage +
che´lation) obtenues au cours de ce travail
Nous avons synthe´tise´ deux familles de che´lateurs : des plates-formes cyclopepti-
diques et des podands de´rive´s de plates-formes chimiques polyaminocarboxylates.
Les e´tudes de complexation du cuivre(I) re´alise´es in-vitro sur la premie`re famille de
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che´lateurs montrent que les cyclode´capeptides P1 et P2 complexent le cuivre sous forme
de complexes mononucle´aires de type CuS2 qui pre´sentent une bonne affinite´ (logβ
≈ 16) et une forte se´lectivite´ Cu+/Zn2+ (10 ordres de grandeurs). L’affinite´ pour le
cuivre(I) est cependant un peu plus faible que celle observe´e avec des peptides mode`les de
me´tallochaperonnes a` cuivre.
La deuxie`me famille de che´lateurs, en particulier les de´rive´s de l’acide nitrilotriace´tique
(NTA) posse`dent une tre`s forte affinite´ (logβ ≈ 19) pour le Cu(I) et une bonne se´lectivite´
Cu(I)/Zn(II) (8-9 ordres de grandeurs). De plus, ils complexent le Cu(I) sous forme de
complexes mononucle´aires de type CuS3 qui posse`dent des liaisons hydroge`nes intra-
mole´culaires stabilisant le syste`me. L’ancre NTA permet de complexer le Cu(I) dans un
environnement trigonal similaire aux me´tallothione´ines. Ces tripodes posse`dent e´galement
une tre`s forte affinite´ pour l’ion toxique Hg(II). Les complexes que forment les ligands
NTA(Cys(NH2))3 et NTA(Cys(OEt))3 avec Hg(II) sont similaires a` ceux observe´s
pour Cu(I) et sont eux aussi stabilise´s par la formation de liaisons hydroge`nes intra-
mole´culaires. Ces tripodes ont donc un inte´reˆt potentiel comme agent de de´corporation de
Hg(II).
Dans un second temps, ces deux familles de che´lateurs se´lectifs du Cu(I) ont
e´te´ fonctionnalise´es par des sucres de type N -ace´tylgalactosamine (GalNac) pour cibler le
foie et plus particulie`rement les re´cepteurs aux asialoglycoprote´ines.
La strate´gie de synthe`se des premiers vecteurs, Vect1 et son analogue fluorescent Vect1-
TRITC, est d’utiliser la plate-forme peptidique (RAFT) pour greffer quatre sucres sur
une face et de disposer, sur l’autre face, l’unite´ che´latante a` deux cyste´ines. La synthe`se
de ces deux vecteurs a e´te´ re´alise´e par synthe`se peptidique sur support solide et l’insertion
des quatre re´sidus sucres a` e´te´ re´alise´e de manie`re chimiose´lective par la formation d’un
lien oxime selon des modes ope´ratoires connus. Malgre´ une e´tape limitante, l’oxydation
des se´rines, qui conduit aussi a` une oxydation du pont disulfure, les produits ont e´te´
obtenus en quantite´ suffisante pour les tests cellulaires.
La strate´gie de synthe`se des deux autres vecteurs Vect2 et Vect2-TAMRA est
totalement diffe´rente. En effet, les sucres permettant le ciblage des re´cepteurs aux asialo-
glycoprote´ines (ASGP-R, situe´s sur les cellules du foie) ont e´te´ greffe´s directement sur les
trois fonctions thiols du tripode par l’interme´daire de ponts disulfures. Une fois le vecteur
internalise´ par la cellule, le glutathion pre´sent va re´duire les ponts disulfures et libe´rer
le tripode. La synthe`se de l’interme´diaire 24 (thiol active´), permettant l’introduction de
trois re´sidus sucres par la formation de ponts disulfures, a ne´cessite´ l’optimisation de
plusieurs e´tapes de´licates. Vect2 a e´te´ obtenu avec un rendement global de 12% et malgre´
l’e´tape limitante du couplage du fluorophore TAMRA, Vect2-TAMRA a e´te´ obtenu en
quantite´ suffisante pour les tests cellulaires.
Les fonctions thiols des vecteurs Vect1 et Vect2 ont e´te´ prote´ge´es sous forme de ponts
disulfure et sont donc stables en pre´sence d’oxyge`ne. Ces vecteurs posse`dent une activite´
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complexante essentiellement dans les cellules cible´es car la pre´sence des ponts disulfures ne
permet de complexer le cuivre qu’une fois l’internalisation faite dans le milieu re´ducteur
des cellules he´patiques. Ils peuvent donc eˆtre conside´re´s comme des prodrogues qui sont
active´es par re´duction dans les cellules cible´es.
Les tests cellulaires ont e´te´ re´alise´s sur diffe´rentes ligne´es cellulaires : HepG2, WIF-B9 et
Can 10. Les cellules WIF-B9 et Can 10 forment des canalicules comme les he´patocytes
humains.
Les tests d’internalisation des vecteurs Vect1-TRITC et Vect2-TAMRA dans les
diffe´rentes ligne´es cellulaires montrent qu’ils sont incorpore´s au bout de 2 h d’incubation.
Les vecteurs sont donc bien reconnus par les ASGP-R. Enfin, la complexation du
cuivre(I) intracellulaire par Vect1 a e´te´ de´termine´e en utilisant un senseur biologique
de la concentration en cuivre(I) : le de´placement de la prote´ine ATP7B de l’appareil
de Golgi vers le poˆle apical en exce`s de cuivre(I). Ces tests montrent qu’en exce`s de
cuivre(I), le de´placement d’ATP7B est inhibe´ en pre´sence de Vect1. Ainsi, Vect1 est
bien un che´lateur du cuivre(I) intracellulaire. Notons que les tests cellulaires concernant
le de´placement d’ATP7B en pre´sence de Vect2 sont en cours. On peut se demander si ce
che´lateur beaucoup plus petit que Vect1 ne sera pas de´truit par la cellule. En effet, il perd
ses sucres apre`s internalisation dans les cellules en milieu re´ducteur (MW = 497 g/mol
contre ≈ 1000 g/mol pour Vect1).
Nous avons donc obtenu un premier vecteur qui cible les he´patocytes et complexe
le cuivre(I) intracellulaire.
Cependant, on peut se demander ou` se place l’affinite´ de ces vecteurs pour le Cu(I)
compare´ a` celle des mole´cules et prote´ines qui interviennent dans l’home´ostasie du
Cu(I). L’affinite´ de ces dernie`res est tre`s contreverse´e dans la litte´rature, ne´anmoins,
ce qui est ave´re´ est que le GSH pre´sente une affinite´ plus faible pour le Cu(I) que les
me´tallochaperonnes qui ont elles meˆme une affinite´ plus basse que les me´tallothione´ines. Si
on compare l’affinite´ de Vect1 et Vect2 par rapport a` PC (mode`le de me´tallochaperonne),
Vect1 pre´sente une affinite´ plus basse que les me´tallochaperonnes, il va donc eˆtre en
compe´tition avec le GSH (Fig 171). Vect2, quant a` lui, pre´sente une affinite´ supe´rieure aux
me´tallochaperonnes voir e´gale aux MT, il va donc lui aussi pouvoir re´cupe´rer le cuivre(I)
complexe´ au GSH, et pourquoi pas re´cupe´rer le cuivre(I) aux me´tallochaperonnes ou
MT (Fig 171). Cependant, pour les malades gravement atteints de la maladie de Wilson,
Vect2 peut eˆtre un bon candidat dans un premier temps, puisque il faut de´toxifier le
plus possible de cuivre(I) des he´patocytes. Pour finir, notons que l’e´change de cuivre(I)
entre une me´tallochaperonne et sa mole´cule cible est rapide et passe par un interme´diaire
trivalent, il serait donc inte´ressant d’e´tudier la cine´tique d’e´change du cuivre(I) entre les
complexes mononucle´aires et les ligands libres pour les deux familles de che´lateurs.
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Figure 171 – Echelle d’affinite´ pour le Cu(I)
Un autre senseur biologique de la concentration intracellulaire en cuivre(I) sera uti-
lise´ sur les cellules : le dosage de la production de me´tallothione´ines en exce`s de cuivre(I).
En effet, il a e´te´ montre´ dans les cellules HepG2 que la production de me´tallothione´ines
augmente apre`s 4h de contact avec 200 µM de cuivre (surexpression des ge`nes des MT) et
qu’elle diminue quand la concentration en cuivre(I) revient a` un niveau normal [361].
Dans de prochains travaux, il sera important de savoir si les vecteurs sont excre´te´s par les
canalicules biliaires et s’ils entraˆınent le cuivre(I) avec eux. Pour cela, une cartographie par
fluorescence X sera re´alise´e [362]. En effet, la microscopie par fluorescence X est une tech-
nique de microanalyse qui cartographie de manie`re quantitative la distribution d’e´le´ments.
Elle est la seule technique qui soit compatible avec des e´chantillons biologiques tels que des
cellules ou des tissus cellulaires. La microscopie par fluorescence X permet d’avoir une sen-
sibilite´ importante concernant des quantite´s tre`s faibles de cations me´talliques et d’avoir
une re´solution spatiale atteignant le submicron. Enfin, cette technique permet d’obtenir
des informations sur la distribution, le degre´ d’oxydation et l’environnement de coordi-
nation de cations me´talliques [363]. Elle nous permettrait donc de quantifier le cuivre(I)
contenu dans les canalicules en absence et pre´sence de vecteurs.
Enfin, si nous observons effectivement une destruction du deuxie`me vecteur par la cellule
avant d’atteindre son but et empeˆchant donc la che´lation de Cu(I), d’autres types de vec-
teurs seront envisage´s. L’ide´e est d’obtenir des vecteurs qui soient moins reconnus par les
enzymes et donc un peu moins biomime´tiques. En effet, la cyste´ine utilise´e est un acide
amine´ naturel pre´sent dans les prote´ines. Elle est donc reconnue par certaines enzymes.
L’utilisation de la D-pe´nicillamine a` la place de la cyste´ine peut donc eˆtre inte´ressante
puisqu’elle devrait eˆtre moins reconnue par les enzymes du fait de la pre´sence de deux
groupement me´thyles en position β.
Enfin, nous pouvons aussi persister avec la plate-forme RAFT. En effet, Vect1 ne semble
pas de´truit par la cellule, le cyclode´capeptide semble donc plus re´sistant aux enzymes. Il
est donc possible d’envisager le greffage d’un tripode sur une des faces de la plate-forme
RAFT (Fig 172). Le lien chimique reliant le tripode a` la plate-forme pourra eˆtre labile ou
non.
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Figure 172 – Autres che´lateurs e´ventuels
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20 Cyclodecapeptides Synthesis
20.1 General Details
All chemical reagents and solvents were purchased from Aldrich or Acros and
used without further purification. Protected amino acids were obtained from Advan-
ced ChemTech, Bachem Biochimie and France Novabiochem. 2-chlorotrityl chloride re-
sin and PyBOP(Benzotriazole-1-yl-oxy-tris-pyrrolidine phophonium hexafluorophosphate)
were purchased from France Novabiochem. Mass spectra were acquired with an Esquire
3000 Bruker or with a LXQ type THERMO SCIENTIFIC spectrometer both equipped
with a electrospray ionization (ESI) source or with a MALDI-TOF mass spectrometer
BRUKER.
20.2 Synthesis of the cyclodecapeptide P1 and P2
W1
C2G10
P9
E3
P4
D8
C7
E6
G5
P2
R1
C2G10
P9
S3
P4
W8
C7
S6
G5
P1
n◦ 173 – Cyclodecapeptides P1 and P2
The linear precursors with protected side-chains HArg(Pbf)-Cys(Trt)-Ser(tBu)-Pro-
Gly-Ser(tBu)Cys(Trt)-Trp(Boc)Pro-Gly-OH and H-Trp(Boc)-Cys(Trt)-Glu(tBu)-Pro-Gly-
Glu(tBu)-Cys(Trt)-Asp(tBu)-Pro-GlyOH were assembled manually by solid-phase peptide
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synthesis on 2-chlorotrityl chloride resin (substitution 0.5 mmol/g, 500 mg) using Fmoc
chemistry. Couplings were performed with N-α-Fmoc-protected amino acids (2 eqv.), Py-
BOP (2 eqv.) and DIEA (6 eqv.) in DMF (10 mL) for 30 minutes. After each coupling, the
resin was treated with DMF/pyridine/Ac2O (v/v/v = 7/2/1) to acetylate unreacted amino
groups (2×5 mL ; 2×5 min). Fmoc deprotection was achieved with DMF/piperidine (v/v
= 4/1) (3×10 mL ; 3×5 minutes). The yield of each peptide coupling was monitored by
UV-vis spectroscopy (300 = 7800 L mol
−1 cm−1 for the piperidine adduct dibenzofulvene-
piperidine adduct). The peptide was cleaved from the resin by treatment with 15 mL
CH2Cl2/TFA (v/v = 99/1) (2×3 min). The cleavage was performed very quickly, and the
solution was flushed into 15 mL of Methanol/Pyridine solution (v/v = 8/2). After concen-
tration, the residue was precipitated several times in cold diethyl ether to obtain a white
powder. The linear precursor was then reacted in CH2Cl2 (0.5 mM) with PyBOP (3 eqv.)
and DIEA (4 eqv.). The cyclic peptide formation was followed by analytical HPLC and the
reaction was completed after 10 minutes. CH2Cl2 was then evaporated. The oily residue
was precipitated with CH2Cl2/Et2O to yield the cyclic peptide as a powder. The side-chain
protections were removed by treatment with a solution of 1.4 g DTT in TFA/TIS/H2O/
(v/v/v/v = 95/2.5/2.5) (peptide concentration = 10 mM). After stirring for 2 hours, the
solution was evaporated under reduce pressure to yield yellow oil which was precipita-
ted several times with cold Et2O. The solid residue was dissolved in water/acetonitrile,
filtered on PTFE 0.45 µm and purified by preparative RP-HPLC (Merck Purospher R©,
250×40 mm, 10 µm C18 particles, solvent A = H2O/TFA (v/v=99.925/0.075), solvent B
= CH3CN/H2O/TFA (v/v/v = 90/10/0.1), gradient 5 to 45% of B in 30 minutes, flow
rate 75 mL/min) to yield P1 as a white powder (52 mg, 19% overall yield), or P2 as a
white powder (144 mg, 53% overall yield).
Analytical RP-HPLC were performed using analytical column (Merck Purospher R© STAR
endcapped, 4.6×250 mm, 5 µm C18 particules) at 1 mL/min with UV monitoring at 214
nm.
P1 : Analytical RP-HPLC ; Purity : 96%, Rt = 15.7 min (gradient 5 to 60% of B in 30
min).
MALDI-TOF mass spectrometry : calculated for C43H62N14O12S2, [M+H
+]+ = 1031.41,
exp = [M+H+]+ =1031.45
P2 : Analytical HPLC ; Purity : 98%, Rt = 23.6 min (gradient 5 to 45% of B in 30 min).
MALDI-TOF mass spectrometry : calculated for C45H59N11O16S2, [M+H
+]+ = 1074.36,
exp = [M+H+]+ 1074.65
20.3 1H NMR characterization
All the NMR experiments were recorded on a 500 MHz Bruker Avance spectrometer
equipped with a BBI probe with triple axis gradient field. 1H NMR spectra were recorded
with 12 ppm windows and 32 k data points in the time domain. 2D 1H NMR spectra
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were recorded at 298 K in H2O/D2O (v/v = 9/1) using Watergate or presaturation solvent
suppression. 2D spectra were acquired in phase-sensitive mode with TPPI for quadrature
detection in the indirect dimension, using 2048×256 (TOCSY) or 2048×512 (ROESY)
matrices over a 6000 Hz spectral width. TOCSY experiments were performed using a
MLEV-17 spin-lock sequence with a mixing time of 70 ms. Off-resonance ROESY experi-
ments were recorded with a mixing time of 300 ms (4050 Hz spin-lock). H-H distances were
obtained by integrating the cross peaks in the Roesy spectrum and taking Gly Hα1/Hα2
and well-resolved X Hβ1/Hβ2 (1.80 A˚) cross correlations as references for distance cali-
bration.
1H NMR (H2O/D2O 9/1 v/v, 500 MHz, 298 K) : δ =
Peptide P1
Residue HN Hα Hβ Others
Arg1 7.95 4.41 1.83 - 1.74 H(γ) : 1.51 ; H(δ) :3.01 ; H() :6.98 - 6.4
Cys2 8.59 4.50 2.86
Ser3 7.88 4.73 3.77
Pro4 4.28 2.20 - 2.02 H(γ) :1.85 ; H(δ) :3.75 - 3.58
Gly5 8.69 4.02 - 3.74
Ser6 7.87 4.38 3.77
Cys7 8.30 4.48 2.66
Trp8 8.00 4.96 3.19 - 2.99 H1 :10.07, Hδ1 :7.14, H3 :7.58
Hζ3 :7.08, Hη2 :7.14, Hζ2 :7.40
Pro9 4.28 2.20 - 2.02 H(γ) : 1.85 ; H(δ) :3.75 - 3.40
Gly 10 8.34 3.94 - 3.69
Table 54 – 1H NMR, P1
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Peptide P2
Residue HN Hα Hβ Others
Trp1 7.92 4.62 3.22-3.12 H1 :9.97, Hδ1 :7.11, H3 :7.53
Hζ3 :7.04, Hη2 :7.12, Hζ2 :7.37
Cys2 8.20 4.32 2.75
Glu3 7.79 4.67 1.99-1.68 H(γ) :2.33
Pro4 4.29 2.20 - 2.00 H(γ) :1.91 - 1.83 ; H(δ) :3.71 - 3.61
Gly5 8.51 4.03-3.69
Glu6 7.88 4.41 2.04-1.88 H(γ) :2.28
Cys7 8.46 4.41 2.79
Asp8 8.00 4.89 2.67-2.44
Pro9 4.29 2.20 - 2.00 H(γ) :1.91 - 1.83 ; H(δ) :3.71 - 3.61
Gly 10 8.36 3.93-3.70
Table 55 – 1H NMR, P2
21 Podands synthesis
21.1 General Details
Solvents and starting materials were purchased from Aldrich, Acros, Fluka and Alfa Ae-
sar and used without further purification. 1,4,7-triazacyclononane tris-HCl was purchased
from CheMatech. Cys(Trt)OEt was synthesized according to a published procedure [249].
All water solutions were prepared from ultrapure laboratory grade water that has been
filtered and purified by reverse osmosis using Millipore MilliQ reverse-osmosis cartridge
system (resistivity 18 MΩ cm). Thin layer chromatography (TLC) was performed on silica
gel 60 F254 (Merck). Flash chromatography was performed on silica gel 60 (40-63 µm,
Merck). Analytical and preparative HPLC was performed with a VWR system fitted with
a purosphere RP18 column (L = 250 mm,  = 4.6 mm and p = 5 µm for analytical
column ; L = 250 mm,  = 50 mm and p = 10 µm for preparative column). Flow rates of
1 mL/min and 75 mL/min were used for analytical and preparative column respectively.
Elution conditions were as follows : from water/TFA (99.925/0.075 ; A) to CH3CN/water
/TFA (90/10/0.1 ; B). 1H NMR and 13C NMR spectra were recorded on a Mercury Va-
rian 400 spectrometer and on a Brucker 500 spectrometer. Chemical shifts are reported in
ppm with the solvent as the internal reference. Mass spectra were acquired with a Finigan
LCQ-ion trap equipped with an electrospray source. Elemental analyses were performed
by the Service Central d’Analyse (Solaize, France).
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21.2 (Trt)compounds synthesis
Ethyl 2-(2-bromoacetamido)-3-(tritylthio)propanoate :
N
H
O COOEt
SC(C6H5)3Br C26H26BrNO3SMW: 512.46
n◦ 174 – Br(CH2CO)Cys(Trt)OEt
Adapted from the procedure described by Geiwiz and al. [253]
At 0◦C, a solution of bromoacetyl bromide (0.25 mL, 2.69 mmol) in CH2Cl2 (1 mL) was
added dropwise to a mixture of (R)-Cys(Trt)OEt (0.996 g, 2.54 mmol) in CH2Cl2 (10mL)
and 10% KHCO3 aqueous solution (10 mL). The reaction mixture was stirred at 0
◦C
for 1 hour. After decantation, the aqueous layer was extracted with CH2Cl2 (3×16 mL).
The combined organic layers were dried over Na2SO4 and concentrated under vacuo. The
crude product Br(CH2CO)Cys(Trt)OEt (1.29 g, 99%), a light yellow solid, was used
without further purification.
1H NMR (CD3CN, 400 MHz, 298 K) : δ = 1.29 (t, J = 3.6, 3H, CH3) ; 2.62 and
2.74 (ABX, JAX= 4.8, JBX = 6.0, JAB = 12.4, 2H, CH2SCTr) ; 3.86 (s, 2H, BrCH2CO) ;
4.23 (q, J = 7.0, 2H, CH2CH3) ; 4.56 (dt, J = 2.4, 7.2, 1H, CH) ; 6.95 (d, J = 8.0, 1H,
NH) ; 7.24-7.35 (m, 10H, SC(C6H5)3) ; 7.43 (d, J = 7.6, 5H, SC(C6H5)3).
(2)-NOTA(Cys(Trt)OEt)3 :
N
N
N
O
N
H
COOEt
N
H
O COOEt
SC(C6H5)3
(C6H5)3CS
N
H
O
(C6H5)3CS
COOEt
C84H90N6O9S3
MW: 1423.84
n◦ 175 – NOTA(Cys(Trt)OEt)3
1,4,7-triazacyclononane trihydrochloride (0.423 g, 1.77 mmol) and potassium car-
bonate (1.56 g, 11.31 mmol) were successively added to a solution of crude compound
Br(CH2CO)Cys(Trt)OEt (2.90 g, 5.66 mmol) in anhydrous acetonitrile (60 mL)
and the reaction mixture was stirred at room temperature, overnight, under argon.
After evaporation of the solvent, the residue was partitioned between ethyl acetate
(180 mL) and water (100 mL). The organic layer was washed with water (2×70 mL)
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and brine (1×70 mL), dried over Na2SO4 and concentrated under reduced pressure.
The resulting crude product (2.66 g) was purified via column chromatography on
silica gel (40 mL, CH2Cl2/EtOH : gradient from 100/0 to 96/4) to give the compound
NOTA(Cys(Trt)OEt)3, (1.99 g, 77%) as a white powder.
1H NMR (CD3CN, 400 MHz, 298 K) : δ = 1.21 (t, J = 7.0 , 9H, CH3) ; 2.58 and
2.67 (ABX, JAX = 4.9, JBX = 5.5, JAB = 12.1, 6H, CH2S) ; 2.82 (s, 12H, N-CH2-CH2-N) ;
3.11 (s, 6H, CH2CO) ; 4.14 (q, J = 7.0, 6H, CH2-CH3) ; 4.32-4.37 (m, 3H, CH), 7.17-7.27
(m, 30H, SC(C6H5)3) ; 7.33 (d, J = 7.4, 15H, SC(C6H5)3) ; 7.50 (d, J = 8.2, 3H, NH).
13C NMR (CD3CN, 100 MHz, 298 K) : δ = 14.41 (CH3) ; 34.20 (CH2SC) ; 51.10 (CH) ;
57.12 and 61.98 (N-CH2-CH2-N) ; 63.01 (CH2CH3) ; 66.93 (CH2CO), 127.15, 128.25,
129.71 ((C6H5)3) ; 144.53 (C(C6H5)3), 171.08 /170.57 (2*CO)
ES-MS mass spectrometry, m/z :calculated for C84H90N6O9S3, [M+H
+]+ = 1423.19, exp :
[M+H+]+ = 1423.42
Elemental analysis calcd (%) for C84H90N6O9S3, H2O(1441.85 g/mol) : C, 69.97 ; H, 6.43 ;
N, 5.83 ; S, 6.67 ; found : C, 69.75 ; H, 6.36 ; N, 5.77 ; S, 7.02.
EDTA(Cys(Trt)OEt)4 :
N
H
N N
H
N
HN
HN
O
COOEt
SC(C6H5)3
O
EtOOC
(C6H5)3CS
O
COOEt
O COOEt
SC(C6H5)3
SC(C6H5)3
C106H108N6O12S4
MW: 1786.28
n◦ 176 – EDTA(Cys(Trt)OEt)4
EDTA (0.04 µL, 0.607 mmol) and diisopropylethylamine (0.441 µL, 2.58 mmol)
were successively added to a solution of crude compound Br(CH2CO)Cys(Trt)OEt
(1.29 g, 2.53 mmol) in anhydrous acetonitrile (35 mL) and the reaction mixture was
stirred at room temperature, overnight, under argon. After evaporation of the solvent, the
residue was partitioned between ethyl acetate (170 mL) and water (100 mL). The organic
layer was washed with water (2×70 mL) and brine (1×70 mL), dried over Na2SO4 and
concentrated under reduced pressure. The resulting crude product (1.13 g) was purified
via column chromatography on silica gel (60 mL, CH2Cl2/EtOH : gradient from 100/0 to
95/5) to give the compound EDTA(Cys(Trt)OEt)4, (0.877, 81%) as a white powder.
1H NMR (CD3CN, 400 MHz, 298 K) : δ = 1.12 (t, J = 7.6, 12H,CH3) ; 2.49 and
2.70 (ABX, JAX = 4.5, JBX = 7.8, JAB = 12.4, 8H, CH2SH) ; 2.75 (s, 4H, N-CH2-CH2-N) ;
3.18 and 3.24 (AB, JAB = 15.8, 8H, CH2CO) ; 3.95 and 4.04 (ABX3, JAX3 = JBX3 = 7.2,
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JAB = 10.5, 8H, CH2-CH3) ; 4.40 (dt, J = 4.3, J = 7.8, 4H, CH) ; 7.12-7.24 (m, 40H,
SC(C6H5)3) ; 7.32 (d, J = 7.4, 20H, SC(C6H5)3) ; 7.58 (d, J = 8.6, 4H, NH).
13C NMR (CD3CN, 100 MHz, 298 K) : δ = 14.30 (CH3) ; 33.76 (CH2SH) ; 51.85
(CH) ; 58.07 (N-CH2-CH2-N) ; 61.98 (CH2CO), 67.23 (CH2CH3) ; 127.06, 128.22, 129.78
((C6H5)3) ; 144.62 (C(C6H5)3) ; 171.09/171.22 (2*CO).
ES-MS mass spectrometry, m/z : calculated for C106H108N6O12S4, [M+H
+]+ = , exp
[M+H+]+ = 1786.2
Elemental analysis calcd (%) for C106H108N6O12S4, H2O (1804.2g/mol) : C, 70.56 ; H,
6.14 ; N, 4.66 ; found : C, 70.48 ; H, 6.09 ; N, 4.64.
NTA(Cys(Trt)OEt)3 :
N
OO
O
N
N
N
H
H
EtOOC
COOEt
(C6H5)3CS
H
COOEt
SC(C6H5)3
SC(C6H5)3
C78H78N4O9S3
MW: 1311.67
n◦ 177 – NTA(Cys(Trt)OEt)3
Nitrilotriacetic acid (0.196 g, 1.03 mmol) was added to a solution of Cys(Trt)OEt
(1.20 g, 3.06 mmol) in DMF (20 mL). Then the mixture was cooled at 0◦C and N -ethyl-
N ’-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide (0.587 g, 3.06 mmol ), 1-hydroxybenzotriazole
hydrate (0.414 g, 3.06 mmol) were successively added. The reaction mixture was stirred at
room temperature for 24 hours under argon. After evaporation of the solvent, the residue
was dissolved in ethyl acetate (100 mL). The organic layer was washed with water (2×50
mL), saturated NaHCO3 solution (50 mL) and brine (2×50 mL). The organic layer was
dried over Na2SO4 and concentrated under reduced pressure. The resulting crude product
(1.391 g) was purified via column chromatography on silica gel (100 mL, CH2Cl2/ Ethyl
Acetate, 80/20) to give the compound NTA(Cys(Trt)OEt)3 (1.103 g, 82%) as a white
powder.
1H NMR (CD3CN, 400 MHz, 298 K) : δ = 1.05 (t, J = 7.0, 9H, CH3) ; 2.39 and
2.68 (ABX, JBX = 4.1, JAX = 8.0, JAB = 12.7, 6H, CH2S) ; 3.17 and 3.29 (AB, JAB =
15.0, 6H, CH2CO) ; 3.84 and 3.96 (ABX3, JABX3 = 7.0, JBX3 = 7.0, JAB = 10.9, 6H,
CH2CH3) ; 4.34 (dt, J = 4.0, 8.2, 3H, CH) ; 7.13-7.17 (m, 30H, SC(C6H5)3), 7.22 (d, J =
7.4, 15H, SC(C6H5)3) ; 7.56 (d, J = 8.6, 3H, NH)
13C NMR (CD3CN, 100 MHz, 298 K) : δ = 14.39 (CH3) ; 33.69 (CH2S) ; 52.11 (CH) ;
57.97 (CH2CO), 62.21 (CH2CH3) ; 127.16, 128.32, 129.90 (C(C6H5)3) ; 144.70 (C(C6H5)3),
171.66 /170.70 (2*CO).
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ES-MS mass spectrometry, m/z : calculated for C78H78N4O9S3, [M+H
+]+ = 1311.1, exp
[M+H+]+ = 1310.8
Elemental analysis calcd (%) for C78H78N4O9S3, 2H2O (1336.67g/mol) : C, 69.51 ; H,
6.13 ; N, 4.16 ; found : C, 69.42 ; H, 6.05 ; N, 3.9.
NTA(Cys(Trt)OH)3 :
N
OO
O
N
N
N
H
H
HOOC
COOH
(C6H5)3CS
H
COOH
SC(C6H5)3
SC(C6H5)3
 C72H66N4O9S3
MW 1227.51
n◦ 178 – NTA(Cys(Trt)OH)3
Compound NTA(Cys(Trt)OEt)3 (0.444, 0.339 mmol) was dissolved in ethanol (8
mL) and LiOH 1M (1.35 mL, 1.35 mmol) was added. The reaction mixture was stirred at
room temperature for 1 hour. Then, the reaction mixture was evaporated and the residue
was dissolved in water (6 mL) and HCl 1M was added until pH = 4/5. After, the aqueous
layer was extracted with ethyl acetate (6×20 mL), dried over Na2SO4 and concentrated
under reduced pressure. The resulting crude product (0.360 mg, 86%) was used without
further purification.
1H NMR (DMSO-d6, 400 MHz, 298 K) : δ = 2.37-2.46 (m, 6H, CH2SC) ; 3.32 (s,
6H, CH2CO) ; 4.17-4.21 (m, 3H, CH) ; 7.20-7.37 (m, 45H, C(C6H5)3) ; 8.46 (d, J = 7.4,
3H, NH).
13C NMR (CD3CN, 100 MHz, 298 K) : δ = 34.03 (CH2S) ; 52.34 (CH) ; 60.68 (CH2CO),
127.67, 128.77, 130.00 (C(C6H5)3) ; 145.16 (C(C6H5)3), 172.02 and 171.61 (2*CO).
ES-MS mass spectrometry, m/z : calculated for C72H66N4O9S3Na [M+Na
+]+ = 1249.4,
exp [M+Na+]+ = 1249.2
NTA(Cys(Trt)NH2)3 :
N
OO
O
N
N
N
H
H
H2NOC
CONH2
(C6H5)3CS
H
CONH2
SC(C6H5)3
SC(C6H5)3
C72H69N7O6S3
MW: 1224.56
n◦ 179 – NTA(Cys(Trt)NH2)3
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Nitrilotriacetic acid (0.068 g, 0.357 mmol) was added to a solution of Cys(Trt)NH2
(0.401 g, 1.10 mmol) in DMF (10 mL). Then the mixture was cooled at 0◦C and N -ethyl-
N ’-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide (0.212 g, 1.10 mmol ), 1-hydroxybenzotriazole
hydrate (0.150 g, 1.11 mmol) were successively added. The reaction mixture was stirred
at room temperature for 24 hours under argon. After evaporation of the solvent, the
residue was washed with water (25 mL) and filtrated. Then the solid was dissolved in
dichloromethane (100 mL) and the organic layer was washed with water (3×50 mL)
and brine (1×50 mL). The organic layer was dried over Na2SO4 and concentrated under
reduced pressure to give the compound NTA(Cys(Trt)NH2)3 (0.404 g, 92%) as a white
powder.
1H NMR (CD3CN, 400 MHz, 298 K) : δ = 2.37-2.44 (m, 6H, CH2S) ; 3.14 and
3.19 (AB, JAB = 16.4, 6H, CH2CO) ; 4.00-4.06 (m, 3H, CH) ; 5.70 (s, 3H, NH2) ; 6.24 (s,
3H, NH2) ; 7.16-7.32 (m, 45H, SC(C6H5)3) ; 7.85 (d, J = 7.2, 3H, NH)
13C NMR (CD3CN, 100 MHz, 298 K) : δ = 38.89 (CH2SH) ; 57.78 (CH) ; 63.18 (CH2CO) ;
132.37, 133.56, 134.89 (C(C6H5)3) ; 150.03 (C(C6H5)3), 176.15 and 178.074 (2*CO).
ES-MS mass spectrometry, m/z : calculated for C72H69N7O6S3 [M+H
+]+ = 1224.4, exp
[M+H+]+ = 1223.8
21.3 (SH)compounds synthesis
NOTA(Cys(OEt))3 :
N
N
N
O
N
H
COOEt
N
H
O COOEt
SH
HS
N
H
O
HS
COOEt
C27H48N6O9S3
MW: 696.90
n◦ 180 – NOTA(Cys(OEt))3
Trifluoroacetic acid (1.25 ml, 16.85 mmol) and triethylsilane (0.325 mL, 2.02 mmol)
were successively added to a solution of NOTA(Cys(Trt)OEt)3 (0.480 g, 0.337 mmol) in
CH2Cl2 (17 mL) under argon. After stirring for 30 minutes at room temperature, the
reaction mixture was concentrated under reduced pressure. The resulting crude product
(0.703 g) was purified via preparative HPLC (H2O/TFA :AcN/TFA/H2O) and give the
compound NOTA(Cys(OEt))3 (0.199 g, 84 %) as a colourless oily solid.
1H NMR (CD3CN, 400 MHz, 298 K) : δ = 1.26 (t, J = 7.3, 9H, CH3) ; 2.85-3.06
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(m, 18H, CH2SH and N-CH2-CH2-N) ; 3.68 (s, 6H, CH2CO) ; 4.13-4.24 (m, 6H, CH2-CH3) ;
4.67 (td, J = 4.4, J = 7.3, 3H, CH), 7.45 (d, J = 8.1, 3H, NH).
13C NMR (CD3CN, 100 MHz, 298 K) : δ = 14.99 (CH3) ; 27.31 (CH2SH) ; 50.41 and 51.33
(N-CH2-CH2-N) ; 56.29 (CH) ; 58.93 (CH2CO), 63.13 (CH2CH3) ; 170.49/171.38 (2*CO).
Analytical HPLC Purity : 95%, Rt = 13.5 min ; gradient from 80:20 to 0:100, A:B in 15
min to stay at 100% B, detection λ = 214 nm.
ES-MS mass spectrometry, m/z : calculated for C27H48N6O6S3 [M+H
+]+ = 697.26, exp
[M+H+]+ = 697.6
EDTA(Cys(OEt))4 :
N
H
N N
H
N
HN
HN
O
COOEt
SH
O
EtOOC
HS
O
COOEt
O COOEt
SH
SH
C30H52N6O12S4
MW: 817.03
n◦ 181 – EDTA(Cys(OEt))4
Trifluoroacetic acid (1.82 ml, 24.55 mmol) and triethylsilane (0.470 mL, 2.946 mmol)
were successively added to a solution of EDTA(Cys(Trt)OEt)4 (0.877 g, 0.491 mmol) in
CH2Cl2 (22 mL), under argon. After stirring for 1 hour at room temperature, the reaction
mixture was concentrated under reduced pressure. The resulting crude product (1.04 g)
was purified via preparative HPLC (H2O/TFA:AcN/TFA/H2O) and give the compound
EDTA(Cys(OEt))4 (0.106 g, 26%.) as a colourless oily solid.
1H NMR (CD3CN, 400 MHz, 298 K) : δ = 1.27 (t, J = 6.6, 12H,CH3) ; 2.90-3.04(m, 8H,
CH2SH) ; 3.11 (s, 8H, CH2CO) ; 3.70 (s, 4H, N-CH2-CH2-N) ; 4.14-4.25 (m, 8H, CH2-CH3) ;
4.67-4.72 (m, 4H, CH), 7.60 (d, J = 7.3, 4H, NH).
13C NMR (CD3CN, 100 MHz, 298 K) : δ = 14.99 (CH3) ; 27.31 (CH2SH) ; 53.98 (N-CH2-
CH2-N) ; 56.12 (CH) ; 58.36 (CH2CO), 63.17 (CH2CH3) ; 169.812/171.19 (2*CO).
Analytical HPLC Purity : 94%, Rt = 13.3 min ; gradient from 70:30 to 0:100, A:B in 15
min to stay at 100% B, detection λ = 214 nm.
ES-MS mass spectrometry, m/z : calculated for C30H52N6O12S4 [M-H
+]− = 815.25, exp
[M-H+]− = 815.0
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NTA(Cys(OEt))3 :
N
OO
O
N
N
N
H
H
EtOOC
COOEt
HS
H
COOEt
SH
SH
C21H36N4O9S3
MW: 584.73
n◦ 182 – NTA(Cys(OEt))3
Trifluoroacetic acid (1.81 mL, 24.4 mmol) and triethylsilane (0.47 mL, 2.9 mmol)
were successively added to a solution of NTA(Cys(Trt)OEt)3 (0.640 g, 0.49 mmol) in
CH2Cl2 ( 15 mL), under argon. After stirring for 30 minutes at room temperature, the
mixture was concentrated under reduced pressure. The resulting crude product (0.627 mg)
was purified via preparative HPLC (H2O/TFA:AcN/TFA/H2O) and give the compound
NTA(Cys(OEt))3, (0.110 g, 49%) as a white oily solid.
1H NMR (CD3CN, 500 MHz, 298 K) : δ = 1.25 (t, J = 7.1, 9H, CH3) ; 1.97 (t, J
= 8.8, 3H, SH) ; 2.95 and 3.00 (ABXY, JAX = 4.6, JBX = 6.1, JBY= 9.0, JAY = 9.3,
JAB = 14.0, 6H, CH2SH) ; 3.48 and 3.52 (AB, JAB = 16.3, 6H, CH2CO) ; 4.18 and 4.22
(ABX3 ; JAX3 = 7.1, JBX3 = 7.1, JAB = 10.8, 6H, CH2-CH3) ; 4.70 (ddd, J = 4.7, 6.2, 8.0,
3H, CH) ; 7.71 (d, J = 8.0, 3H, NH).
13C NMR (CD3CN, 100 MHz, 298 K) : δ = 14.97 (CH3) ; 27.40 (CH2SH) ; 55.81 (CH) ;
59.75 (CH2CO) ; 63.02 (CH2CH3) ; 171.61 and 172.02 (2*CO).
Analytical HPLC Purity : 96%, Rt = 7.6 min ; gradient from 50 :50 to 0 :100, A :B in 15
min to stay at 100% B, detection λ = 214 nm.
ES-MS mass spectrometry, m/z : calculated for C21H36N4O9S3 [M+H
+]+ = 585.16, exp
[M+H+]+ = 585.0
(10)-NTA(Cys(NH2))3 :
N
OO
O
N
N
N
H
H
H2NOC
CONH2
HS
H
CONH2
SH
SH
C15H27N7O6S3
MW: 497.61
n◦ 183 – NTA(Cys(ONH2))3
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Trifluoroacetic acid (1.4 mL, 17.84 mmol) and triethylsilane (0.54 mL, 2.14 mmol)
were successively added to a solution of NTA(Cys(Trt)NH2)3 (0.437 g, 0.357 mmol) in
CH2Cl2 (15 mL) under argon. After stirring for 50 minutes at room temperature, the
mixture was concentrated under reduced pressure. The resulting crude product (0.600 g)
was purified via preparative HPLC (H2O/TFA:AcN/TFA/H2O) and give the compound
NTA(Cys(NH2))3, (0.065 g, 37%) as a white solid.
1H NMR (D2O, 500 MHz, 298 K) : δ = 2.87 (ABX, JAX = 4.9, JBX = 7.5, JAB =
14.2, 6H, 3×CH2SH) ; 3.55 (s, 6H, 3×CH2CO) ; 4.45 (dd, J = 7.5, 3H, 3×CH).
13C NMR (D2O, 100 MHz, 298 K) : δ = 28.18 (CH2SH) ; 57.93 (CH) ; 60.85 (CH2CO) ;
175.98 and 177.04 (2*CO).
Analytical HPLC Purity : 96%, Rt = 10.2 min ; gradient from 100:0 to 50:50, A:B in 14
min, detection λ = 214 nm.
ES-MS mass spectrometry, m/z : calculated for C15H27N7O6S3 [M+H
+]+ = 498.12, exp
[M+H+]+ = 498.1.
(11)-NTA(Cys(OH))3 :
N
OO
O
N
N
N
H
H
HOOC
COOH
HS
H
COOH
SH
SH
C15H24N4O9S3
MW: 500.57
n◦ 184 – NTA(Cys(OH))3
Trifluoroacetic acid (1.77 mL, 23.8 mmol) and triethylsilane (0.456 mL, 2.85 mmol)
were successively added to a solution of NTA(Cys(Trt)OH)3 (0.584 g, 0.476 mmol) in
CH2Cl2 (21 mL), under argon. After stirring for 30 minutes at room temperature, the
mixture was concentrated under reduced pressure. The resulting crude product (744.5 mg)
was purified via preparative HPLC (H2O/TFA:AcN/TFA/H2O) and give the compound
NTA(Cys(OH))3 (m = 0.209 g, 88%) as a white powder.
1H NMR (D2O, 400 MHz, 298 K) : δ = 3.07 and 3.01 (ABX, JAX = 4.3, JBX=
6.8, JAB = 14.5, 6H, CH2SH) ; 3.81-3.90 (m, 6H, CH2CO) ; 4.72 (t, J = 5.9, 3H, CH).
13C NMR (D2O, 100 MHz, 298 K) : δ = 27.86 (CH2SH) ; 57.38 (CH) ; 60.07 (CH2CO),
173.46 (COOH) ;. 175.77 (CO).
Analytical HPLC Purity : 96%, Rt = 12.5 min ; gradient from 95 :5 to 0 :100, A :B in 15
min, detection λ = 214 nm.
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ES-MS mass spectrometry, m/z : calculated for C15H24N4O9S3 [M-H
+]− = 499.57, exp
[M-H+]− = 499.0.
22 Vector1 synthesis
22.1 General Details
All chemical reagents and solvents were purchased from Aldrich (Saint Quentin Falla-
vier, France) or Acros (Noisy-Le-Grand, France) and were used without further purifica-
tion. Thin layer chromatography was performed on 0.2 mm silica 60 coated aluminium foils
with F-254 indicator (Merck) and detected under UV light and developed with aqueous
sulfuric acid (100 mL, H2SO4-H2O 15%). Mass spectra were obtained by electron spray
ionization (ES-MS) on a VG Platform II in the positive mode or with a Finigan LCQ-ion
trap equipped with an electrospray source and by a Finigan LCQ-ion trap equipped with
an electrospray source. For the synthesis of peptides, protected amino acids were obtained
from Advanced ChemTech Europe (Brussels, Belgium), Bachem Biochimie SARL (Voivins-
Le-Bretonneux, France) and France Biochem S. A. (Meudon, France). 2-Chlorotrityl Chlo-
ride Resin and PyBOP were purchased from France Biochem. Analytical and preparative
RP-HPLC analyses were performed using a Waters system, equipped with a UV detector
(λ = 214 and 250 nm). HPLC analyses were performed on a Macherey-Nagel Nucleosil 120
A˚ 3 mm C18 particles (30×4.6 mm) using a gradient from solvent A (water/TFA (v/v
= 99.9/0.1)) to solvent B (acetonitrile/water/TFA (v/v/v = 90/10/0.1)) at a flow rate
of 1.3 mL/min. RP-HPLC preprative was performed on a Delta-Pack 100 A˚ 15 mm C18
particles (200×2.5 mm) using the same gradient at a flow rate of 22 mL/min.
22.2 Dipeptide (Fmoc-Lys[Boc-Ser(tBu)]-OH) synthesis
Adapted from the procedure described by Foillard and al. [310]
Boc[Ser(tBu)]-NHS
O
O
NHBoc
O-t-Bu
N
O
O
C16H26N2O7
MW: 358.39
1
n◦ 185 – Compound 1 : Fmoc-Lys[Boc-Ser(tBu)]-OH
To a solution of Boc[Ser(tBu)]-OH (6.40 g, 0.023 mmol) in ethyl acetate/dioxane
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(230 mL , v/v = 1/1) was added N -hydroxysuccinimide (2.70 g, 0.024 mmol). At 0◦C,
N,N’ -Dicyclohexylcarbodiimide (DCC) (5.03 g, 0.024 mmol) was added. The reaction
mixture was stirred during 3 hours at room temperature. Then the reaction was filtrated,
to removed the DCU which was formed during the reaction and evaporated. The residue
was dissolved in ethyl acetate (300 mL). The organic layer was washed with 5% aqueous
NaHCO3 solution (2×160 mL), water (2×140 mL), brine (2×140 mL), dried over Na2SO4
and concentrated under reduced pressure. A solid was obtained (6.97, 85%) and used
without further purification.
1H NMR (D2O, 300 MHz, 298 K) : δ = 1.20 (9H, s, CH3) ; 1.46 (9H, s, CH3) ;
2.82 (4H, s, 2×CH2NHS) ; 3.66 (1H, m, CH2β) ; 3.92 (1H, m, CH2β), 4.78 (1H, d, J = 9.0,
CHα) ; 5.41 (1H, d, J = 9.0).
ES-MS spectroscopy m/z : calculated for C16H26N2O7 : [M+H
+]+ = 359.2 ; exp [M+H+]+
= 360.3.
Compound 2 :(Fmoc-Lys[Boc-Ser(tBu)]-OH)
Fmoc N
H O
OH
NH
O
NHBoc
O-t-Bu
C33H45N3O8
MW 611.73
2
n◦ 186 – Fmoc-Lys[Boc-Ser(tBu)]-OH
A suspension of Boc[Ser(tBu)]-NHS (6.97 g, 0.019 mol) in CH2Cl2 (75 mL) was added
drop wise to a solution of Fmoc-(L)Lys-OH (10.90 g, 0.029 mmol) and DIPEA (15.6 mL,
0.089 mmol) in CH2Cl2 (130 mL). The reaction mixture was stirred overnight at room
temperature. The residue was evaporated and dissolved in ethyl acetate (400 mL). The
organic layer was washed with 10% aqueous citric acid solution (1×70 mL), water (2×100
mL), brine (1×100 mL), dried over Na2SO4 and concentrated under reduced pressure.
The resulting crude was purified via column chromatography on silica gel (1% acetic
acid/ethyl acetate) and precipitated in diethyl ether to give Fmoc-Lys[Boc-Ser(tBu)]-OH
as a white solid (7.83 g, 65%).
1H NMR (D2O, 300 MHz, 298 K) : δ = 1.09 (9H, s, 3×CH3) ; 1.32-1.47 (14H, m) ;
1.65 (1H, m) ; 1.84 (1H, m) ; 3.05-3.20 (2H, m) ; 3.36 (1H, m) ; 3.63 (1H, m) ; 4.06-4.34
(5H, m) ; 5.62 (1H, broad s) ; 6.25 (1H, broad d) ; 6.84 (1H, broad s) ; 7.18-7.33 (4H, m) ;
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7.55 (2H, d, J = 7.5) ; 7.68 (2H, d, J = 7.5).
ES-MS spectroscopy m/z : calculated for C33H45N3O8 : [M+H
+]+ = 612.3 ; exp [M+H+]+
= 612.2.
22.3 Sugar synthesis
Compound 8 : PerOAcGal :
From the procedure described by Wu and al. [321] and Chaplin and al. [322]
8
O
OAc OAc
AcO OAc OAc
Chemical Formula: C16H22O11
MW: 390.34
n◦ 187 – Compound 8
A solution of D-Galactose (10.07 g, 0.055 mol) in Ac2O/pyridine (210 mL, v/v = 2/1)
was stirred during 5 hours at room temperature (the solution becomes colorless when the
reaction is finished). The mixture was evaporated and the residue was dissolved in ethyl
acetate (300 mL). The organic layer was washed with 10% aqueous citric acid, solution
(3×70 mL), 5% aqueous NaHCO3 solution (1×50 mL) and water (1×60 mL), dried over
Na2SO4 and concentrated under reduced pressure. The crude product 8 (m = 19.94 g,
93%) was used without purification (α/β = 2/1).
1H NMR (CDCl3, 300 MHz, 298 K) : δ = 1.98-2.15 (10s, 15H, 5×OCOCH3α,
5×OCOCH3β) ; 4.04-4.18 (m, 2H, H-6α, H-5β, H-6β), 4.34 (t large, 1H,
3J5α6α =
5.6, H-5α), 5.07 (dd,
3J2β,3β = 10.2, H-3β), 5.29-5.35 (m, 2H, H-2α, H-3α, H-2β), 5.42
(dd,3J4β,5β= 1.1,
3J3β,4β= 3.4, H-4β), 5.49 (d large, 1H,
3J3α,4α = 2.8, H-4α), 5.69 (d,
3J1β,2β
= 8.3, H-1β), 6.37 (d, 1H,
3J1α,2α = 1.7, H-1α).
13C NMR (CDCl3, 75 MHz, 298 K) : δ = 20.9 (OCOCH3), 21.0 (OCOCH3), 21.2
(OCOCH3), 21.3 (OCOCH3), 61.4 (C-6β), 61.6 (C-6α), 66.8 (C-2α ou C-3α), 67.2 (C-4β),
67.7 (C-2α ou C-3α), 67.8 (C-4α), 68.2 (C-2β), 69.2 (C-5α), 71.2 (C-3β), 72.1 (C-5β), 90.1
(C-1α), 92.6 (C-1β), 169.3 (C=O), 170.3 (C=O),170.5 (C=O), 170.7 (C=O).
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Compound 9 : Br-TetraOAc-Gal
Adapted from the procedure described by Lemieux and al. [364]
O
OAc OAc
AcO
OAc Br
9
Chemical Formula: C14H19BrO9
MW: 411.20
n◦ 188 – Compound 9
To a solution of compound 8 (19.94 g, 0.051 mol) in CH2Cl2 (65 mL) at 0
◦C, HBr
(30% in acetic acid glacial, 37 mL) was added carefully and the reaction mixture was
stirred at room temperature overnight. Then CH2Cl2 (300 mL) was added and the organic
layer was washed with iced water, washed with saturated NaHCO3 solution (3×60 mL)
and evaporated under vacuum at room temperature. The crude product 9 was used
without purification (m = 8.96 g, 43%).
1H NMR (CDCl3, 200 MHz, 298 K) : δ = 1.99, 2.03, 2.09, 2.13 (4s, 12H, 4×OCOCH3) ;
4.07-4.21 (m, 2H, H-6) ; 4.46 (t large, 1H, 3J5,6 = 6.5, H-5) ; 5.03 (dd,
3J3,5 = 3.5,
3J2,3 =
10.6, 1H, H-2) ; 5.38 (dd, 1H, 3J3,4 = 3.2,
3J2,3 = 10.6, H-3) ; 5.49 (dd, 1H,
3J3,4 = 3.2,
3J4,5 = 1.0, H-4) ; 6.67 (d, 1H,
3J1,2 = 3.9, H-1).
Compound 10 : D-galactal :
Adapted form the procedure described by Kozikowski and al. [364]
O
10
OAcOAc
AcO
Chemical Formula: C12H16O7
MW: 272.25
n◦ 189 – Compound 10
At -10◦C, a solution of compound 9 (8.96 g, 0.022 mol) in AcOH (10 mL) was added
dropwise to a solution of Zn (68.2 g, 1.040 mol) in AcOH/H2O (240 mL, v/v = 1/1).
The reaction was stirred between -10◦C / 0◦C for 1 hour. Then the reaction mixture was
diluted in CH2Cl2 (300 mL) and the organic layer was washed with iced water (3×100
mL), saturated NaHCO3 solution (3×70 mL) and brine (1×70 mL), dried over Na2SO4
and concentrated under reduced pressure. The resulting crude product was purified by
column chromatography on silica gel (600 mL ; CH2Cl2 / Ethyl acetate, v/v = 95/5) to
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give sugar 10 as a white oil (m = 5.25 g, 88%).
1H NMR (CDCl3, 300 MHz, 298 K) : δ = 0.98, 2.04, 2.08 (3s, 9H, 3×OCOCH3) ;
4.14-4.31 (m, 3H, H-5, H-6) ; 4.69 (ddd, 1H, 4J2,4 = 1.6,
3J2,3 = 2.6,
3J3,6 = 6.3, H-2) ; 5.39
(td, 1H, 3J3,4 =
3J4,5 = 4.6 ,
4J2,4 = 1.6, H-4) ; 5.50-5.53 (m, 1H, H-3) ; 6.42 (dd, 1H,
4J1,3
= 1.8, 3J1,2= 6.3, H-1).
13C NMR (CDCl3, 75 MHz, 298 K) : δ = 20.9 (OCOCH3) ; 21.1 (OCOCH3) ; 21.1
(OCOCH3) ; 62.3 (C-6) ; 64.1, 64.3 (C-3, C-4) ; 73.2 (C-5) ; 99.2 (C-2) ; 145.8 (C-1) ; 170.4
(C=O) ; 170.6 (C=O) ; 170.9 (C=O).
Compound 11 : Tri(OAc)-GalN3-ONO2
Adapted from the procedure described by Lemieux and al. [365]
O
OAc OAc
AcO
N3 ONO211
Chemical Formula: C12H16N4O10
MW: 376.28
n◦ 190 – Compound 11
At -20◦C, NaN3 (9.75 g, 0.150 mol) and ammonium cerium(IV) nitrate (CAN : 82.26
g, 0.150 mol) were added carefully to a solution of D-Galactal (m = 5.25 g, 19.3 mmol)
in acetonitrile (260 mL). The reaction was stirred between -15◦C/-20◦C during 2 h and
stored overnight in the freezer. Then, diethyl ether (200 mL) was added and the organic
layer was washed with iced water (3×100 mL), dried over Na2SO4 and concentrated under
reduced pressure. The resulting crude product was purified via column chromatography
on silica gel (300 mL ; CH2Cl2 /ethyl acetate, v/v = 90/10) to give the compound 11
(5.27 g, 72%) as a oil.
1H NMR (CDCl3, 200 MHz, 298 K) : δ = 1.97-2.17 (6s, 18H, 6×OCOCH3) ; 3.79
(dd, H-2β) ; 4.03-4.16 (m, 6H, H-2α, H-5β, H6α,β ; 4.34 (t large, 1H,
3J5α,6α= 7.2, H-5α) ;
4.94 (dd, 1H, 3J2β,3β= 10.3, H-3β) ; 5.22 (dd, 1H,
3J2α,3α= 11.0, H-3α) ; 5.36 (d large, 1H,
3J3β,4β= 3.4, H-4β) ; 5.47 (dd, 1H,
3J4α,5α= 1.4,
3J3α,4α= 3.4, H-4α) ; 5.55 (d, 1H,
3J1β,2β=
8.9, H-1β) ; 6.31 (d, 1H,
3J1α,2α = 4.1, H-1α).
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Compound 12 : Tri(OAc)-Gal-N3-OH
Adapted from the procedure described by Grundle and al. [366]
O
OAc OAc
AcO
N3 OH12
Chemical Formula: C12H17N3O8
MW: 331.28
n◦ 191 – Compound 12
To a solution of compound 11 (5.27 g, 14.0 mmol) in dioxane/water (80 mL, v/v =
1/1), NaNO2 (1.93 g, 28.0 mmol) was added and the reaction mixture was stirred between
70-75◦C during 5 hours. Then NaNO2 (0.290 mg, 4.20 mmol) was added and the reaction
mixture was stirred at 70-75◦C during 1h30. Dioxane was evaporated and ethyl acetate
(300 mL) was added. After decantation, the organic layer was washed with water (1×70
mL) and brine (1×70 mL), dried over Na2SO4 and concentrated under reduced pres-
sure. The resulting crude was purified by column chromatography on silica gel (300 mL ;
CH2Cl2-ethyl acetate, v/v = 10/1) to give the compound 12 (3.98 g, 85%) as a white solid.
1H NMR (CDCl3, 300 MHz, 298 K) : δ = 2.05-2.08(6s, 6OCOCH3) ; 3.04 (s, 1H,
OH) ;
Compound 13 : Tri(OAc)Gal-N3-F
Adapted from the procedure described by Rosenbrook and al. [367] and by Posner and
al. [368]
O
OAc OAc
AcO
N3 F13
Chemical Formula: C12H16FN3O7
MW: 333.27
n◦ 192 – Compound 13
Compound 12 (3.98 g, 12.0 mmol) was dissolved in THF (107 mL) under argon. The
solution was cooled at -30◦C and diethylaminosulfur trifluoride (DAST : 2.5 mL, 0.018
mol) was added. The reaction was stirred at room temperature for 2h30. After addition
of MeOH (15 mL), the reaction mixture was concentrated and the resulting residue was
dissolved in CH2Cl2 (300 mL). The organic layer was washed with a saturated NaHCO3
solution(1×100 mL), dried over Na2SO4 and concentrated under reduced pressure The
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crude product 13 was used without purification.
1H NMR (CDCl3, 200 MHz, 298 K) : δ = 2.01-2.13 (6s, 6×OCOCH3) ; 3.68-3.78
(m, 1H, H-2α) ; 3.78 (ddd,
3J1β,2β = 7.5,
3J2β,3β = 10.9,
3J2β,F = 12.7, H-2β) ; 3.96 (t large,
3J5β,6β= 6.3, H-5β) ; 4.06-4.17 (m, H-6α,β) ; 4.36 (td,
3J4α,5α = 1.2,
3J5α,6α= 6.4, H-5α) ;
4.83 (ddd, 3J3β,4β = 3.3,
4J4β,F = 0.8,
3J2β,3β = 10.9, H-3β) ; 5.09 (dd,
3J1β,2β = 7.5,
2J1β,F
= 51.8, H-1β) ; 5.32 (td,
3J4β,5β = 1.1,
3J3β,4β = 3.3, H-4β) ; 5.34-5.36 (m, H-3α) ; 5.48 (dd,
3J4α,5α = 1.2,
3J3α,4α = 3.2, H-4α) ; 5.71 (dd,
3J1α,2α = 2.6,
2J1α,F = 52.2, H-1α).
13C NMR (CDCl3, 75 MHz, 298 K) : δ = 20.8 (OCOCH3) ; 20.9 (OCOCH3) ; 21.0
(OCOCH3) ; 57.8 (d, JC−2α,F= 24, C-2α) ; 61.2 (d, JC−2β,F = 22, C-2β) ; 61.5 (C-6β) ;
61.8 (C-6α) ; 66.3 (C-4β) ; 67.2 (C-4α) ; 68.5 (C-3α) ; 69.5 (C-5α) ; 71.0 (d, JC−3β,F= 11,
C-3β) ; 71.6 (C-5β) ; 106.2 (d, JC−1α,F = 224, C-1α) ; 108.3 (d, JC−1β,F = 217, C-1β) ; 170.0
(C=O) ; 169.6 (C=O) ; 170.2 (C=O) ; 170.3 (C=O) ; 170.7 (C=O).
Compound 14 : Tri(OAc)Gal-N3-α-OPht
Adapted from the procedure described by Renaudet and al. [210]
O
N3
O N
O
O
OAcOAc
AcO
14
Chemical Formula: C20H20N4O10
MW: 476,39
n◦ 193 – Compound 14
To a solution of N -hydroxyphtalimide (2.05 g, 12.0 mmol) in CH2Cl2 (180 mL),
triethylamine (1.6 mL, 12.0 mmol), compound 13 (n = 12.0 mmol) and BF3Et2O (7.6 mL,
0.060 mol) were successively added. The reaction mixture was stirred at room temperature
for 1 hour. Then CH2Cl2 (100 mL) was added and the organic layer was washed by 10%
aqueous citric acid (1×70 mL), saturated NaHCO3 solution (1×70 mL) and water (1×70
mL), dried over Na2SO4 and concentrated under reduced pressure. The resulting crude
product was purified by column chromatography on silica gel (400 mL ; CH2Cl2 /ethyl
acetate, v/v = 20/80) to give the compound 14 (α-anomer, 1.10 g, 19%) as a white solid.
1H NMR (CDCl3, 300 MHz, 298 K) : δ = 2.02, 2.06, 2.14 (3s, 9H, 3×OCOCH3) ;
3.92-3.97 (m, 2H, H-2, H-6b) ; 4.23 (dd, 1H, 3J = 6.4, 11.3, H-6a) ; 5.17 (br t, 1H, 3J5−6
= 6.4, H-5) ; 5.47 (dd, 1H, 3J = 3.6, 11.3 ,H-3) ; 5.57 (br d, 2H, 3J = 3.6 , H-1, H-4) ;
7.55-7.75 (m, 4H, Har.).
13C NMR (CDCl3, 75 MHz, 298 K) : δ = 21.1 (OCOCH3) ; 57.0 (C-2), 61.6 (C-6), 67.7
254
(C-3), 68.2 (C-4), 69.2 (C-5), 103.5 (C-1), 124.2 (CHar.), 129.1 (Car.), 135.2 (CHar.),
163.3 (C=OPht), 169.9 (C=OAc), 170.3 (C=OAc), 170.8 (C=OAc).
ES-MS spectroscopy m/z : calculated for C20H19N4O10Na : [M+Na
+]+ = 498.09 ; exp
[M+Na+]+ = 497.96.
Compound 15 : Tri(OAc)GalNAc-α-OPht
Adapted from the procedure described by Renaudet and al. [210]
O
NHAc
O N
O
O
OAcOAc
AcO
15
Chemical Formula: C22H24N2O11
MW: 492.43
n◦ 194 – Compound 15
Compound 14 (1.10 g, 2.30 mmol) was dissolved in MeOH/Ac2O (25 mL, v/v =
10/1,) and Pd/C (10%, 0.236 g) was added. The reaction was stirred at room temperature
under an atmosphere of hydrogen during 30 min. The catalyst was removed by filtration
under celite and washed with methanol. The ethyl acetate to give the compound 15 (0.735
g, 65%) as a white solid.
1H NMR (CDCl3, 300 MHz, 298 K) : δ = 2.04, 2.09, 2.12, 2.18 (4s, 12H, 3×OCOCH3,
NHCOCH3) ; 4.00 (dd,
3J5−6 = 6.4,
3J6a−6b = 11.3, 1H, H-6b) ; 4.30 (dd, 1H,
3J5−6 = 6.4,
3J6a−6b = 11.3, H-6a) ; 4.80 (ddd, 1H,
3J2−NH= 9.6,
3J1−2 = 3.4,
3J2−3 = 11.3, H-2) ; 5.08
(t large, 1H, 3J5−6 = 6.4, H-5) ; 5.34 (dd, 1H,
3J3−4 = 3.0,
3J2−3 = 11.3, H-3) ; 5.38 (d,
1H, 3J1−2 = 3.4, H-1) ; 5.54 (d, 1H,
3J3−4 = 3.0, H-4) ; 6.07 (d, 1H,
3J2−NH= 9.6, NH) ;
7.86-7.77 (m, 4H, Har.).
13C NMR (CDCl3, 75 MHz, 298 K) : δ = 21.1 (OCOCH3) ; 47.7 (C-2), 61.9, 67.7, 69.5,
71.5 (C-3, C-4, C-5, C-6), 105.4 (C-1), 124.2 (CHar.), 129.1 (Car.), 135.2 (CHar.), 171.2
(C=O).
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Compound 16 : GalNac-α-ONH2
Adapted from the procedure described by Renaudet and al. [210]
O
NHAc
ONH2
16
OHOH
HO
Chemical Formula: C8H16N2O6
MW: 236.22
n◦ 195 – Compound 16
To a solution of compound 15 (0.735 g, 1.493 mmol) in ethanol (7 mL), methylhy-
drazine (3 mL, 0.057 mol) was added. The reaction was stirred at room temperature
overnight. The mixture was evaporated and the compound was precipitated in CH2Cl2 (2-
3 mL) and methanol (10-15 mL) to give the compound 16 (0.270 g, 76%) as a white powder.
1H NMR (D2O, 300 MHz, 298 K) : δ = 2.08 (s, 3H, NHCOCH3) ; 3.76-3.89 (m,
3H, H-3, H-6) ; 4.24 (dd, 1H, 3J1,2= 4.1,
3J2,NH = 11.3, H-2) ; 3.99-4.03 (m, 2H, H-4, H-5) ;
4.99 (d, 1H, 3J1,2= 4.1, H-1).
13C NMR (CDCl3, 75 MHz, 298 K) : δ = 22.3 (HNCOCH3) ; 49.6 (C-2) ; 61.5 (C-6), 68.0
(C-3) ; 68.8, 71.4 (C-4, C-5) ; 101.0 (C-1) ; 175.0 (HNCOCH3).
ES-MS spectroscopy m/z : calculated for C8H17N2O6 : [M+H
+]+ = 237.10 ; exp [M+H+]+
= 237.0.
22.4 Synthesis of peptide scafold
Peptide 6 :
Chloro
TritylCl
Chloro
TritylD-LysProLysCysGlyProLysCysLysH
Boc
(Boc)Ser(t-Bu)
Lys
(Boc)Ser(t-Bu)
(Boc)Ser(t-Bu)
(Boc)Ser(t-Bu)
Trt
Trt
Chloro
TritylD-Lys
Pro
Lys
CysGly
Pro
Lys
Cys
Lys H
Boc
(Boc)Ser(t-Bu)
Lys
(Boc)Ser(t-Bu)
(Boc)Ser(t-Bu) (Boc)Ser(t-Bu)
I2
D-Lys
Pro
Lys
CysGly
Pro
Lys
Cys
Lys
Boc
(Boc)Ser(t-Bu)
Lys
(Boc)Ser(t-Bu)
(Boc)Ser(t-Bu) (Boc)Ser(t-Bu)
(i) TFA 1%
(ii) PyBOP, DIEA
3 4
5
90% TFA
D-Lys
Pro
Lys
CysGly
Pro
Lys
Cys
Lys
Ser
Lys
Ser
Ser Ser
6 C60H105N19O18S2
MW = 1443
n◦ 196 – Synthesis of peptide 6
The linear precursor with protected side-chains 3 was assembled manually by solid-
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phase peptide synthesis on 2-chlorotrityl chloride resin (substitution 0.4 mmol/g, 0.507 g,
0.202 mmol) using Fmoc chemistry [217]. The resin was swollen with CH2Cl2 (10 mL, 1×10
min) and DMF (10 mL, 1×10 min). Couplings were performed with N -α-Fmoc-protected
amino acids or Fmoc-Lys[BocSer(tBu)]-OH (2.5 eq., 0.5 mmol), PyBOP (2.5 eq., 0.5 mmol)
and DIEA (pH ≈ 8-9) in DMF (10 mL) for 30 min. After washing with DMF (10 mL,
4×1 min) and CH2Cl2 (10 mL, 2×1 min), the completeness of the coupling reaction was
controlled by Kaiser or TNBS tests [369]. N -α-Fmoc protecting groups were removed by
treatment with a DMF/piperidine solution (v/v = 4/1, 10 mL, 3× 0 min). After washing
with DMF (10 mL, 6 × 1 min), the completeness of deprotection was verified by the UV
absorption of piperidine washings at 299 nm. After the last coupling reaction, on-resin 3
was obtained (0.13 mmol, yield = 64 %).
The resin (0.13 mmol) was swollen with CH2Cl2 (10 mL, 1×10 min) and DMF (10 mL,
1×10 min). Iodine (0.660 g, 2.60 mmol) and DMF (10 mL) were added. The reaction
mixture was stirred at room temperature during 1.5 hours. After filtration, the resin was
washed with DMF (10 mL, 6×5 min), DMF / Water (v/v = 1/1, 10 mL, 2×5 min), DMF
(10 mL, 1 × 5 min) and CH2Cl2 (10 mL, 3×5 min).
The peptide was then cleaved from the resin by treatment with CH2Cl2/TFA (v/v =
99/1, 10 mL, 10×2 min). The filtrate was recovered and DIEA (1 mL) was added to avoid
deprotection during the evaporation. After concentration, the residue was precipitated in
diethyl ether. The linear precursor was then reacted in DMF (≈ 0.5 mM) with PyBOP
(0.074 g, 0.14 mmol) and DIEA (0.08 mL, 0.39 mmol) for 2 hours. DMF was evaporated
under reduced pressure. The oily residue was precipitated with CH2Cl2/Et2O to yield the
cyclic peptide 5 as a powder.
Removal of side-chain protecting groups was performed in TFA/H2O (v/v = 90/10, 20
mL). After stirring for 2 hours, the solution was evaporated to yield a yellow oil which
was precipitated with Et2O to obtain the deprotected peptide 6 as a white solid (0.097 g,
0.067 mmol, 33%).
Analytical HPLC Purity : 83%, Rt = 6.13 min (Linear gradient : 95/5 to 60/40 A/B in 15
min).
ES-MS mass spectrometry, m/z : calculated for C60H105N19O18S2, [M+H
+]+ = 1444.74,
exp : [M+H+]+ = 1444.58, [M+2H+]2+ = 722.92, [M+3H+]3+ = 482.33.
1H NMR (H2O/D2O, v/v = 9/1, 500 MHz, 298 K) :
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Residue HN Hα Hβ Others
Lys 1 3 6 8 8.18 4.23 1.7 H(γ) : 1.40 ; H(δ) : 1.40 ; H() : 3.1 ; NH(ς) : 8.30
8.07 4.56 1.74
8.00 4.56 1.74
7.99 4.25 1.70
Cys 2 7 8.64 4.89 3.25 - 2.98
8.56 4.87 3.20 - 2.89
Pro 4 9 - 4.20 2.19 - 2.05 H(γ) : 1.90 - 1.80 ; H(δ) : 3.73-3.51
D-Lys 5 8.53 4.24 1.91 H(γ) : 1.36 ; H(δ) : 1.60 ; H() : 3.0
Gly 10 8.54 4.12 - 3.64
Ser (x 4) - 3.98 - 3.89 - 3.81
Table 56 – 1H NMR, P4
Peptide 7 :
D-Lys
Pro
Lys
CysGly
Pro
Lys
Cys
Lys
Lys
O CHO O CHO
O CHOO CHO
7
C56H84N15O18S2
MW = 1319
n◦ 197 – peptide 7
To a solution of compound 6 (0.064 g, 0.044 mmol) in water (8 mL), sodium periodate
(0.380 g, 1.77 mmol) was added. After stirring for 15 min, the reaction mixture was
injected in RP-HPLC (Rt = 14 min, linear gradient : 95/5 to 60/40 A:B in 15 min), to
yield 7 as a white powder (0.009 g, 0.0068 mmol, 15%) after lyophilization.
ES-MS mass spectrometry, m/z : calculated for C56H85N15O18S2, [M+H
+]+ = 1320.57,
exp : [M+H+]+ = 1320.5.
Vect1 :
D-Lys
Pro
Lys
CysGly
Pro
Lys
Cys
Lys
Lys
O
O
AcHN
OHOH
HO
N
O
O
O
AcHN
OHOH
HO
N
O
O
O
AcHN
OHOH
HO
N
O
O
O
AcHN
OHOH
HO
N
O
Vect1
C88H141N23O38S2
MW = 2191
n◦ 198 – Vect1
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To a solution of compound 7 (0.025 g, 0.019 mmol) in AcOH/water (4 mL, v/v =
1/9), O-α-D-galactopyranosyl oxyamine i was added (0.045 g, 0.192 mmol). The reaction
mixture was stirred at room temperature during 1 hour. Then, the mixture was injected
in RP-HPLC (Rt = 14-16 min, linear gradient : 95/5 to 60/40 A:B in 15 min) to yield
Vect1 as a white powder (0.021 g, 0.0096 mmol, 50 %) after lyophilization.
Analytical HPLC Purity : 95%, Rt = 9.25 min (linear gradient : 100% water to 50/50
water/acetonitrile in 16 min).
ES-MS mass spectrometry, m/z : calculated for C88H141N23O38S2, [M+H
+]+ = 2192.92,
exp : [M+H+]+ = 2193.5.
Vect1-TRITC :
D-Lys
Pro
Lys
CysGly
Pro
Lys
Cys
Lys
Lys
O
O
AcHN
OHOH
HO
N
O
O
O
AcHN
OHOH
HO
N
O
O
O
AcHN
OHOH
HO
N
O
O
O
AcHN
OH
OH
HO
N
O
NHVect1-TRITC
S
HN
O NN
HOOC
n◦ 199 – Vect1-TRITC
To a solution of compound Vect1 (0.012 g, 0.0055 mmol) in DMF (2 mL), TRITC
(0.003 g, 0.0067 mmol) was added with few drops of DIEA (pH ≈ 8-9). The reaction
mixture was stirred at room temperature during 2 hours and injected in RP-HPLC (Rt =
19 min, linear gradient : 95/5 to 60/40 A:B in 15 min) to yield Vect1-TRITC as a white
powder (0.0012 g, 0.00046 mmol, 8%) after lyophilization.
Analytical HPLC Purity : 90%, Rt = 14.4 min (linear gradient : 100% water to 50/50
water/acetonitrile in 16 min).
ES-MS mass spectrometry, m/z :calculated for C113H163N26O41S
+
3 , [M]
+ = 2637.1, exp :
[M]+ = 2636.6, [M++H+]2+ = 1318.9.
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23 Vector 2 synthesis
23.1 General Details
Solvents and starting materials were purchased from Aldrich, Acros, Alfa Aesar. All
water solutions were prepared from ultrapure laboratory grade water that has been filte-
red and purified by reverse-osmosis using Millipore MilliQ reverse-osmosis cartridge system
(resistivity 18 M Ωcm). Thin layer chromatography (TLC) was performed on silica gel 60
F254 (Merck). Flash chromatography was performed on silica gel 60 (40-63 µm, Merck).
Analytical and preparative HPLC was performed with a VWR system fitted with a puros-
phere RP18 column (L = 250 mm, = 4.6 mm and p = 5 µm for analytical column ; L
= 250 mm,  = 50 mm and p = 10 µm for preparative column). Flow rates of 1 mL/min
and 75 mL/min were used for analytical and preparative column respectively. Gradient
elution conditions were as follows : from water/TFA (99.925/0.075 ; A) to CH3CN/water
/TFA (90/10/0.1 ; B). ). 1H NMR and 13C NMR spectra were recorded on a Mercury Va-
rian 400 spectrometer and on a Brucker 500 spectrometer. Chemical shifts are reported in
ppm with the solvent as the internal reference. Mass spectra were acquired with a Finigan
LCQ-ion trap equipped with an electrospray source. Elemental analyses were performed
by the Service Central d’Analyse (Solaize, France).
23.2 Sugar + spacer
Compound 19 : TetraOAc-GalNac
O
OAc
AcO
NHAc
2
OAc
OAc
C15H22NO10
MW 376.34
13
4 5
6
n◦ 200 – Product 19
From the procedure described by Wu and al. [321] and Chaplin and al. [322]
N -acetyl-D-galactosamine (1.08 g, 4.87 mmol) was dissolved in acetic anhydride (4.1
mL) and anhydrous pyridine (6.3 mL). The reaction mixture was stirred overnight under
argon. Then, acetic anhydride and pyridine were evaporated and the residue was dissolved
in ethyl acetate (200 mL). The organic layer was washed with 10% citric acid aqueous
solution (3×100 mL), saturated NaHCO3 aqueous solution (1×100 mL) and water (1×100
mL), dried over Na2SO4 and concentrated under reduced pressure. The crude product 1
(1.80 g, 95%) was used without purification.
260
1H NMR (CDCl3, 500 MHz, 298 K) : δ = 1.95 (s, 3H, CH3) ; 2.04 (s, 6H, 2×CH3) ; 2.18
(s, 6H, 2×CH3) ; 4.07, 4.12 (ABX, JBX = 6.6 , JAX= 6.9, JAB = 11.2, 2H, H-6) ; 4.21-4.23
(m, 1H, H-5) ; 4.74 (ddd, J = 3.6, 9.2, 11.5, 1H, H-2) ; 5.23 (dd, J = 3.2, 11.5, 1H, H-3) ;
5.37 (d, J = 9.2, 1H, NH) ; 5.43 (d, J = 2.1 ,1H, H-4) ; 6.22 (d, J = 3.6, 1H, H-1).
1H NMR (Pyr d6, 500 MHz, 298 K) : δ = 1.88 (s, 3H, CH3) ; 1.92 (s, 3H, CH3) ; 2.04 (s,
3H, CH3) ; 2.06 (s, 3H, CH3) ; 2.10 (s, 3H, CH3) ; 4.35, 4.43 (ABX, JAX = 6.5 , JBX =
6.6, JAB = 11.2, 2H, H-6) ; 4.66-4.68 (m, 1H, H-5) ; 5.38 (ddd, J = 3.4, 3.6, 8.6, 1H, H-2) ;
5.78 (dd, J = 3.2, 11.8, 1H, H-3) ; 5.94 (m, 1H, H-4) ; 6.09 (d, J = 3.5 ,1H, H-1) ; 9.26 (d,
J = 8.5, 1H, NH).
13C NMR (CDCl3, 100 MHz, 298 K) : δ = 21.00 (2×CH3) ; 21.28 (2×CH3) ; 23.53 (CH3) ;
47.33 (C-2) ; 61.60 (C-6) ; 67.01 (C-4) ; 68.15 (C-3) ; 68.87 (C-5) ; 91.69 (C-1) ; 169.07
(CO) ; 170.30 (CO) ; 170.522 (CO) ; 170.68 (CO) ; 171.53 (CO).
ES-MS spectroscopy m/z : calculated for C16H23NO10 : [M+Na
+]+ = 412.3 ; exp
[M+Na+]+ = 412.2.
Compound 20
O
OAc
AcO
N
OAc
O C14H19NO8
MW 329.30
n◦ 201 – Compound 20
Adapted from the procedure described by Wu and al. [321] and by Westerlind and
al. [328]
To a solution of 19 (1.8 g, 4.63 mmol)in anhydrous DCM (21 mL), molecular sieves 4
A˚and TMSOTf (2.85 mL, 15.74 mmol) were added at room temperature under argon.
The reaction mixture was stirred overnight at 50◦C. Then at 0◦C, Et3N (1.2 mL, 16.33
mmol) was added. The reaction mixture was diluted with DCM (200 mL) and washed
with NaHCO3 saturated aqueous solution (1×100 mL) and water (1×100 mL), dried over
Na2SO4 and concentrated under reduced pressure. The crude product 20 (2.1 g, Qtt) was
used without purification.
1H NMR (CDCl3, 500 MHz, 298 K) : δ = 2.06 (s, 3H, 2×CH3) ; 2.07 (s, 6H, 2×CH3) ;
2.12 (s, 3H, CH3) ; 3.98-4.02 (m, 1H, H-2) ; 4.11, 4.20 (ABX, JAX = 5.8, JBX = 7.0, JAB
= 11.2, 2H, H-6) ; 4.23-4.27 (m, 1H, H-5) ; 4.91 (dd, J = 3.3, 7.4, 1H, H-3) ; 5.46 (t, J =
3.0, 1H, H-4) ; 5.99 (d, J = 6.8, 1H, H-1).
13C NMR (CDCl3, 100 MHz, 298 K) : δ = 20.73- 21.01 (3×COCH3and CH3) ; 61.73 (C-6) ;
63.73 (C-2) ; 65.46 (C-4) ; 69.70 (C-5) ; 72.00 (C-3) ; 101.68 (C-1) ; 169.87-170.32(NCO
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and 3×CO).
ES-MS spectroscopy m/z : calculated for C14H19NO8 : [M+H
+]+ = 330.3 ; exp [M+H+]+
= 330.2.
Compound 21
O
OAc
AcO
NHAc
OAc
O
O
O
Cl
 C20H32ClNO11
MW: 497.92
n◦ 202 – Compound 21
Adapted from the procedure described by Wu and al. [321] and by Westerlind and
al. [328]
To a solution of the crude product 20 (1.09 g, 3.08 mmol) in anhydrous DCM (17
mL), molecular sieves 4 A˚ and 2-(2-(2-chloroethoxy)ethoxy)ethanol (0.69 ml, 4.75
mmol) were added at room temperature under argon. The reaction mixture was stirred
during 30 minutes. Then, TMSOTf (0.310 ml, 1.713 mmol) was added. The reaction
mixture was stirred overnight at room temperature. Then, at 0◦C, Et3N (0.310 mL,
2.224 mmol) was added. The mixture was filtered, diluted in DCM (150 mL) and
the organic layer was washed with saturated NaHCO3 aqueous solution (1×100 mL)
and water (1×100 mL), dried over Na2SO4 and concentrated under reduced pressure.
The crude product 21 (1.55 g) was purification by column chromatography on silica
gel (v = 150 mL, AcOEt/acetic acid/EtOH : 8/0.2/0.2) to give the product (0.890 g, 58%).
1H NMR (CDCl3, 500 MHz, 298 K) : δ = 1.99 (s, 6H, 2×CH3) ; 2.05 (s, 3H, CH3) ; 2.16
(s, 3H, CH3) ; 3.63-3.91 (m, 13H, CH2 and H-5) ; 4.12, 4.17 (ABX, JAX = 6.5, JBX = 6.9,
JAB = 11.2, 2H, H-6) ; 4.27 (ddd, J = 2.0, 9.1, 11.1, 1H, H-2) ; 4.80 (d, J = 8.6, 1H, NH) ;
5.00 (dd, J = 3.4, 11.2, 1H, H-3), 5.32-5.33 (m, 1H, H-4) ; 6.22 (d, J = 9.4, 1H, H-1).
13C NMR (CDCl3, 100 MHz, 298 K) : δ = 21.02 (COCH3) ; 23.70 (NHCH3) ; 43.28
(CH2Cl) ; 50.93 (CH, C-2) ; 61.96 (C-6) ; 67.05 (C-4) ; 68.00 (CH2) ; 70.66, 70.97, 71.04,
71.69, 72.25 (4×CH2, C-3 and C-5) ; 102.80 (C-1) ; 170.76, 170.85, 170.91, 171.01 (4×CO).
ES-MS spectroscopy m/z : calculated for C20H32ClNO11 : [M+Na
+]+ = 520.2 ; exp
[M+Na+]+ = 520.3
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Synthesis of compound 24
O
OAc
AcO
NHAc
OAc
O
O
O
S
C21H36N3O11S+
MW: 538.59
NH2
NH2
n◦ 203 – Compound 22
Adapted from the procedure described by Woehrle and al. [341]
To a solution of 21 (0.413 g, 0.829 mmol) in water (6 mL), was added thiourea (0.139 g,
1.820 mmol). The reaction mixture was stirred 24h at reflux 110◦C under argon.
1H NMR (D2O, 400 MHz, 298 K, portion of reaction mixture) : δ = 2.00 (s, 3H, CH3) ;
2.02 (s, 3H, CH3) ; 2.10 (s, 3H, CH3) ; 2.23 (s, 3H, CH3) ; 3.37 (t, J = 4.9, 2H, CH2S) ;
3.72-4.25 (m, 15 H, H-2, H-4, H-5, H-6, 5×CH2) ; 5.11 (d, J = 2.7, J = 11.1, 1H, H-3) ;
5.41 (m, 1H, H-1).
O
OH
HO
NHAc
OH
O
O
O
SH
C14H27NO8S
MW: 369.43
n◦ 204 – Compound 23
After dilution of the previous mixture (compound 22) (0.829 mmol) in MeOH (14
mL), NaOH 1M was added until pH 9.6 under argon. To maintain a pH at 9.6 during the
reaction, an electrode was used (reference : Ag/AgCl in KCL 3 mol.L−1). The pH was
controlled every hours and NaOH 1M was added if pH < 9.6. The reaction was stirred
at room temperature for 9 hours. Then, the pH was adjusted at 7 by adding HCl 1M
and the reaction mixture was concentrated. The crude product was used without further
purification.
1H NMR (D2O, 500 MHz, 298 K) : δ = 2.04 (s, 3H, NHCOCH3) ; 2.62 (t, J = 7.0, 2H,
CH2-SH) ; 3.52-3.93 (m, 15H, 5×CH2 and H-2, H-3, H-4, H-6) ; 3.96-4.00 (m, 1H, H-5) ;
4.44 (d, J = 8.5, 1H, H-1).
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OOH
HO
NHAc
OH
O
O
O
S
C19H30N2O8S2
MW: 478.58
S
N
n◦ 205 – Compound 24
Adapted from the procedure described by Jones and al. [337]
To a solution of product 23 (0.829 mmol) in anhydrous MeOH (22 mL), aldrithiol (0.552
g, 2.5 mmol) was added. The reaction was stirred 1 hour at room temperature under
argon and was followed by analytical HPLC. Then, the reaction mixture was concentrated
and purified on RP-HPLC (water-acetonitrile). The product 24 was obtained as a white
solid ( 0.075 g, 19%). This product is sensitive to oxygen so it is used as soon as it is purified.
1H NMR (D2O, 400 MHz, 298 K) : δ = 1.92 (s, 3H, CH3) ; 2.97 (t, J = 6.1, 2H,
CH2SS) ; 3.40-3.83 (m, 14H, 5×OCH2, 2×H-6, 2×CHHO) ; 3.83-3.93 (m, 2H, H-2,
CHOH) ; 4.39 (d, J = 8.5, 1H, H-1) ; 7.17 (dd, J = 4.7 and 8.4, 1H, Hpyr) ; 7.78 (td, J =
1.4 and 8.4, 1H, Hpyr) ; 7.87 (d, J = 8.4, 1H, Hpyr) ; 8.33 (d, J = 4.7, 1H, Hpyr).
13C NMR (D2O, 100 MHz, 298 K) : δ = 24.43 (CH3) ; 41.20 (CH2S-S) ; 55.68 (C-2) ; 63.88,
71.02, 71.11, 72.78, 72.97, 74.94, 78.12 (5×OCH2, C-3, C-4, C-5, C-6) ; 104.50 (CH, C-1) ;
122.56, 123.59, 123.74, 140.83 (4×CHpyr) ; 163.10 (Cpyr) ; 175.49 (CONH).
Analytical HPLC Purity : 99%, Rt = 18.4 min (gradient : 100% water during 6 min and
from 100% water to 50/50 water/acetonitrile in 16 min and 5 min at 50-50).
ES-MS spectroscopy m/z : calculated for C19H30N2O8S2 : [M+H
+]+ = 479.1 ; exp
[M+H+]+ = 479.3.
23.3 Tripodal part
Compound 27 : NTA(Lys(Dde))
N
OO
O
N
H
OH
OH
HO
O
O
 C20H30N2O8
MW: 426.46
n◦ 206 – Compound 27
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Adapted from the procedure described by Nash and al. [348]
Nα,Nα-Bis(Carboxymethyl)-L-Lysine Hydrate (0.100 g, 0.383 mmol) and 2-acetyldimedone
(0.077 g, 0.420 mmol) were dissolved in DMF (8 mL). The mixture was refluxed and
N,N -diisopropylethylamine (0.073 mL, 0.419 mmol) was added slowly. After stirring
for 38 hours under argon (reflux), DMF was evaporated and the resulting product was
dissolved in saturated NaHCO3 aqueous solution and extracted with ethyl acetate (8×50
mL). Then the aqueous layer was acidified by adding 5% KHSO4 aqueous solution until
pH 1.5. The aqueous layer was extracted by ethyl acetate. The combined organic layers
were dried over Na2SO4 and concentrated under reduced pressure. The resulting crude
product (0.126 g, 76%) was used without further purification.
1H NMR (D2O, 500 MHz, 298 K) : δ = 1.01 (s, 6H, 2×CH3) ; 1.57-1.70 (m, 2H,
CH2) ; 1.74-1.79 (m, 2H, CH2) ; 1.89-2.02 (m, 2H, CH2) ; 2.42 (s, 4H, CH2) ; 2.49 (s, 3H,
CH3) ; 3.56 (t, J = 6.8, 2H, CH2) ; 3.99 (m, 5H, CH and 2×CH2CO).
13C NMR (CD3CN, 100 MHz, 298 K) : δ = 20.59 (CH3(Dde)) ; 29.27 (CH2(Lys)) ;
29.68 (2×CH3(Dde)) ; 30.49 (CH2(Lys)) ; 32.38 (CH2(Lys)) ; 45.84 (CH2(Lys)) ; 54.21
(2×CH2(Dde)) ; 57.67 (CHα and 2×CH2CO) ; 70.63, 109.80 (2×CquatDde) ; 172.85, 177.71
(3×CO) ; 203.73 (2×CO (Dde)).
ES-MS spectroscopy m/z : calculated for C20H30N2O8 : [M-H
+]− = 425.2 ; exp [M-H+]−
= 425.8.
Compound 28 : NTA[Lys(Dde)(Cys(Trt)NH2)3]
N
H
N
H
N
HN
O
CONH2
STrt
O
H2NOC
TrtS
O CONH2
STrt
N
H
O
O
C86H90N8O8S3
MW: 1459.88
n◦ 207 – Compound 28
To a solution of 27 (0.099 g, 0.232 mmol) in anhydrous DMF (7 mL), Cys(Trt)NH2
(0.258 g, 0.711 mmol) was added. The solution was cooled to 0◦C and then EDC (0.136
g, 0.710 mmol) and HOBt (0.096 g, 0.710 mmol) were added. The reaction mixture was
stirred at room temperature during 24 hours under argon. Then, DMF was evaporated and
H2O (10 mL) was added. After stirring for 1 hour, the suspension mixture was filtrated
and the obtained solid was dissolved in dichloromethane (50 mL). The organic layer was
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washed with water (3×25 mL), brine (1×25 mL), dried over Na2SO4 and concentrated
under reduced pressure. The resulting crude product (0.353 g, Qtt) was used without
further purification.
1H NMR (CD3CN, 400 MHz, 298 K) : δ = 1.02 (s, 6H, 2×CH3) ; 1.25-1.63 (m, 6
H, 3×CH2(Lys)) ; 2.34 (s, 4H, 2×CH2Dde) ; 2.46 (s, 3H, CH3) ; 2.49 and 2.80 (ABX, JAX
= 5.0, JBX =5.2, JAB = 13.6, 4H, 2×CH2-S) ; 2.58 and 2.73 (ABX, JAX = 4.4, JBX =
5.4, JAB = 13.6, 2H, CH2-S) ; 3.15 (AB, JAB = 15.6, 4H, 2×CH2CO) ; 3.23-3.26 (m, 3H,
NCHCO, CH2(Lys)) ; 3.69-3.73 (m, 1H, CHα) ; 3.81-386 (m, 2H, 2×CHα) ; 5.52 (s, 2H,
CONH2) ; 5.67 (s, 2H, CONH2) ; 5.74 (s, 2H, CONH2) ; 7.18-7.39 (m, 47H, Haro, 2×NH) ;
7.45 (d, J = 7.6, 1H, NH) ; 7.65 (d, J = 8.0, 1H, NH).
13C NMR (CD3CN, 100 MHz, 298 K) : δ = 18.34 (CH3(Dde)) ; 23.99 (CH2(Lys)) ; 28.67,
28.96 (2×CH3(Dde)) ; 30.47 (2×CH2(Lys)) ; 33.35, 33.66 (3×CH2S) ; 43.51 (CH2(Lys)) ;
52.91, 53.07 (CH2(Dde)) ; 55.92 (2×CH2CO) ; 64.92 (CHCO) ; 66.21 (CHα) ; 67.80
(2×CHα) ; 108.26 (CDde) ; 127.32, 128.46, 129.99 (3×C[(C6H5)3]) ; 144.68 (3×C(C6H5)3) ;
171.43, 172.27, 172.57, 172.83, 173.88 (3×CO, 3×CONH2).
ES-MS spectroscopy m/z : calculated for C86H90N8O8S3 : [M+Na
+]+ = 1481.6 ; exp
[M+Na+]+ = 1481.3.
Compound A1, (NTA[Lys(Dde)(Cys(NH2))3])
N
H
N
H
N
HN
O
CONH2
SH
O
H2NOC
HS
O CONH2
SH
N
H
O
O
C29H48N8O8S3
MW: 732.94
n◦ 208 – Compound A1
To a solution of crude product 28 (0.283 g, 0.194 mmol) in anhydrous DCM (9 mL),
TFA (0.72 mL, 9.70mmol) and Et3SiH (0.2 mL, 1.25 mmol) were added. The reaction
mixture was stirred during 1 hour. Then, DCM was evaporated. The resulting crude
(0.360 g) was purified on RP-HPLC (H2O/TFA (A), AcN/TFA/H2O(B)) to give the
product A1 (0.084 g, 59%) as white solid .
1H NMR (D2O, 500 MHz, 298 K) : δ = 1.02 (s, 6H, 2×CH3(Dde)) ; 1.41-1.55 (m,
2H, CH2(Lys)) ; 1.71-1.82 (m, 4H, 2×CH2(Lys)) ; 2.41 (s, 4 H, 2×CH2(Dde)) ; 2.48 (s, 3H,
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CH3(Dde)) ; 2.85-2.91 and 2.98-3.02 (m, 4H, 2×CH2S) ; 2.95 (AB, JAB = 7.3, 2H, CH2S) ;
3.50-3.54 (m, 3H, NCHCO and CH2(Lys)) ; 5.50 (AB, JAB = 17.1, 4 H, 2×CH2CO) ; 4.49
(dd, J = 5.2, J = 7.9, 1H, CHα) ; 4.54 (dd, J = 4.9, J = 7.2, 2H, 2×CHα).
13C NMR (D2O, 100 MHz, 298 K) : δ = 21.73 (CH3(Dde)) ; 24.04, 24.26 (3×CH2(Lys)) ;
25.72 (2×CH3(Dde)) ; 27.45 (CH2S) ; 28.38 (2×CH2S) ; 41.96 (CH2(Lys)) ; 50.26
(2×CH2(Dde)) ; 53.79, 54.03 (2×CH2CO, CHCO) ; 64.00, 65.75 (3×CHα) ; 107.03 (CDde) ;
172.36, 172.51, 172.78, 172.88, 173.35, 173.64 (3×CONH2, 3×CO) ; 199.66 (2×CO).
Analytical HPLC Purity : 93%, Rt = 16.8 min (linear gradient : From 100% A to 50/50
A/B in 16 min and 10 min at 50/50).
ES-MS spectroscopy m/z : calculated for C29H48N8O8S3 : [M+H
+]+ = 733.3, [M+Na+]+
= 755.3 ; exp [M+H+]+ = 733.3, [M+Na+]+ = 755.5.
Compound 29 : NTA[Lys(Boc)]
N
OO
O
N
H
OH
OH
HO
O
O
 C15H26N2O8
MW: 362.38
n◦ 209 – Compound 29
Nα,Nα-Bis(Carboxymethyl)-L-Lysine Hydrate (0.100 g, 0.383 mmol) was dissolved
in acetonitrile/water (3 mL, v/v = 1/1). Then at 0◦C, Di-tert-butyl dicarbonate (0.251
g, 1.15 mmol) and NaHCO3 (0.165 µ, 1.96 mmol) were added. The mixture was stirred
at room temperature during 24 hours. After evaporation of the solvents, the resulting
product was dissolved in water (15 mL) and extracted with ethyl ether (6×10 mL) and
ethyl acetate (6×10 mL). Then the aqueous layer was acidified by 5% KHSO4 aqueous
solution until pH 2.0. The aqueous layer was extracted by ethyl acetate (6×10 mL) and
the combined organic layers were dried over Na2SO4 and concentrated under reduced
pressure. The resulting crude product (0.157 g, 64%) was used without further purification.
1H NMR (D2O, 400 MHz, 298 K) : δ = 1.44 (s, 9H, 3×CH3) ; 1.47-1.58 (m, 4H,
2×CH2(Lys)) ; 1.83-2.02 (m, 2H, CH2(Lys)) ; 3.11 (t, J = 6.0, 2H, CH2(Lys)) ; 3.97-4.01
(m, 3H, CHCO, 2×CH2COOH).
13C NMR (D2O, 100 MHz, 298 K) : δ = 25.88 (3×CH3(Boc)) ; 29.40, 30.61, 32.50
(3×CH2(Lys)) ; 41.88 (NHCH2) ; 57.86 (2×C(CH3)3) ; 58.23 (CH2COOH) ; 70.77
(CHCOOH) ; 173.07, 174.98 (CO).
ES-MS spectroscopy m/z : calculated for C15H26N2O8 : [M-H
+]− = 361.2 ; exp [M-H+]−
267
= 361.3.
Compound 30 : NTA[Lys(Boc)(Cys(Trt)NH2)3]
N
H
N
H
N
HN
O
CONH2
STrt
O
H2NOC
TrtS
O CONH2
STrt
N
HO
O
C81H86N8O8S3
MW: 1395.79
n◦ 210 – Compound 30
To a solution of 29 (0.157 g, 0.433 mmol) in anhydrous DMF (12 mL), Cys(Trt)NH2
(0.485 g, 1.338 mmol) was added. The solution was cooled to 0◦C and then EDC (0.254 g,
1.64 mmol) and HOBt (0.180 g, 1.33 mmol) were added. The reaction mixture was stirred
at room temperature overnight under argon. Then, DMF was evaporated and H2O (10 mL)
was added. After stirring for 1 hour, the suspension mixture was filtrated and the obtained
solid was dissolved in dichloromethane (50 mL). The organic layer was washed with
water (3×25 mL), brine (1×25 mL), dried over Na2SO4 and concentrated under reduced
pressure. The resulting crude product (0.584 g, 96%) was used without further purification.
1H NMR (CDCl3, 500 MHz, 298 K) : δ = 1.22-1.36 (m, 6H, 3×CH2(Lys)) ; 1.43 (s,
9 H, 3×CH3(Boc)) ; 2.33-3.06 (m, 9 H, CHCO, CH2(Lys), 3×CH2S) ; 3.02-3.22 (m, 4H,
2×CH2CO) ; 5.15 (s, 2H, NH2) ; 5.39 (s, 2H, NH2) ; 5.66( s, 2H, NH2) ; 7.19-7.41(m, 46H,
HTrt, NH) ; 7.63 (d, J = 8.4, 1H, NH) ; 8.00 (m, 1H, NH).
13C NMR (CD3CN, 100 MHz, 298 K) : δ = 24.14, 24.44 (3×CH3(Boc)) ; 28.57
(3×CH2(Lys)) ; 34.22 (3×CH2S) ; 52.96 (CH2(Lys)) ; 53.16 (2×CH2CO) ; 56.59 (CCHCO) ;
67.47 (3×CHα) ; 127.85, 129.05, 130.41 (3×C(C6H5)) ; 145.54 (3×C(C6H5)) ; 172.20,
172.74, 173.03 (7×CO).
ES-MS spectroscopy m/z : calculated for C81H86N8O8S3 : [M-H
+]− = 1393.6 ; exp [M-H+]−
= 1393.2.
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Compound A2 : (NTA[Lys(Cys(NH2))3])
N
H
N
H
N
HN
O
CONH2
SH
O
H2NOC
HS
O CONH2
SH
H2N C19H36N8O6S3
MW: 568.73
n◦ 211 – Compound A2
To a solution of crude product 30 (0.577 g, 0.414 mmol) in anhydrous DCM (3.5 mL),
TFA (3.1 mL, 41.4 mmol) and Et3SiH (0.412 mL, 2.53 mmol) were added. The reaction
mixture was stired during one hour. After evaporation, the resulting crude was purified
on RP-HPLC (A:H2O/TFA, B:AcN/TFA/H2O) to give the product A2 (0.171 g, 72%) as
white solid.
1H NMR (D2O, 500 MHz, 298 K) : δ = 1.31-1.50 (m, 2H, CH2(lys)) ; 1.64-1.77 (m,
4H, 2×CH2(lys)) ; 2.83-3.99 (m, 8H, 3×CH2β and CH2N) ; 3.53 (dd, J = 6.8 and 8.1, 1H,
CHCO) ; 3.53 and 3.66 (AB, JAB = 17.2, 4H, 2×CH2CO) ; 4.47 (dd, JJ = 5.3 and 8.1,
1H, CHα) ; 4.51 (dd, J = 5.0 and 7.2, 2H, 2×CHα).
13C NMR (D2O, 100 MHz, 298 K) : δ = 25.67(CH2) ; 28.27 (CH2β) ; 28.51 (2×CH2β) ;
29.56(CH2) ; 31.52 (CH2) ; 42.19 (CH2N) ; 58.06 (2×CH2CO) ; 58.29(2×CHα) ; 58.39
(CHα) ; 68.06 (CHCO) ; 176.84, 177.21, 177.64 (CO).
Analytical HPLC Purity : 96%, Rt = 10.1 min (linear gradient : from 100% A to 50/50
A/B in 14 min and 10 min at 50/50).
ES-MS spectroscopy m/z : calculated for C19H36N8O6S3 : [M+H
+]+ = 569.2 ; exp
[M+H+]+ = 569.3.
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23.4 Coupling reaction
Product B1
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C71H123N11O32S6
MW: 1835.18
n◦ 212 – Product B1
To a solution of product A1 (0.033 g, 0.045 mmol) in DMF (5 mL), was added
dropwise a solution of compound 24 (0.073 g, 0.153 mmol) in DMF (8 mL). The reaction
mixture was stirred for 3 hours. After evaporation, the crude residue was purified on
RP-HPLC (H2O/acetonitrile) to give the product (m = 0.028 g, 34%) as a white solid.
1H NMR (D2O, 500 MHz, 298 K) : δ = 1.01 (s, 6 H, 2×CH3) ; 1.4-1.5 (m, 2H,
CH2(Lys)) ; 1.71-1.77 (m, 4 H, 2×CH2(Lys)) ; 2.04 (s, 9H, 3×NHCOCH3) ; 2.40-2.50 (m,
5H, 2×CH2CO, CHCO) ; 2.41 (s, 4H, 2×CH2(Dde)) ; 2.48 (s, 3H, CH3(Dde)) ; 2.95 (t, J =
6.0, 6H, 3×CH2SS) ; 2.99-3.00 (m, 4 H, 2×CH2SS) ; 3.23-3.29 (m, 2H, CH2SS) ; 3.50-3.56
(m, 2H, CH2(Lys)) ; 3.66-3.70 (m, 24 H, CH2) ; 3.72-3.84 (m, 15H, CH2, 6×H-6, 3×H-3) ;
3.90 (dd, J = 8.6, 3H, 3×H-2) ; 3.92-3.93 (m, 3H, 3×H-4) ; 3.99-4.03 (m, 3H, 3×H-5) ;
4.50 (d, J = 8.5, 2H, 2×H-1) ; 4.49 (d, J = 8.5, 1H, H-1) ; 4.67-4.75 (m, 3H, CHα).
13C NMR (D2O, 100 MHz, 298 K) : δ = 24.04 (3×NHCOCH3) ; 40.14 (3×CH2S-S) ;
54.20-81.25 (2×CH2CO, 4×CH2(Lys), 3×C-6, 3×C-5, 3×C-2, 3×C-3, 3×C-4, 15×CH2,
CHCO, 2×CH2S, 2×CH2(Dde)) ; 103.90 (3×C-1) ; 174.00-175.33 (COCH2, CONH).
Analytical HPLC Purity : 64%, Rt = 14.8 min (linear gradient : from 100% water to
50/50 H2O/acetonitrile in 16 min and 5 min at 50/50).
ES-MS spectroscopy m/z : calculated for C71H123N11O32S6 : [M+Na
+]+ = 1858.2 ; exp
[M+Na+]+ = 1857.8.
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Compound B2
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C61H111N11O30S6
MW: 1670.98
n◦ 213 – Compound B2
To a solution of product A2 (21.8 mg, 0.038 mmol) in DMF (5 mL), was added
dropwise a solution of product 24 (62.3 mg, 0.13 mmol) in DMF (6 mL). The reaction
mixture was stirred for 4 hours. After concentrated, the crude residue was purified on
RP-HPLC (H2O/acetonitrile) to give the product (m = 0.0128 g, 20%) as a white solid.
1H NMR (D2O, 500 MHz, 298 K) : δ = 1.32-1.47 (m, 2H, CH2(Lys)) ; 1.57-1.76
(m, 4H, 2×CH2(Lys)) ; 1.97 (s, 9H, 3×NHCOCH3) ; 2.80-3.00 (m, 8H, 3×CH2SS and
CH2N) ; 3.10-3.25 (m, 3H, CH2β) ; 3.37-3.50 (m, 3H, CH2β) ; 3.54-3.79 (m, 44H, 15×CH2O,
6×H-6, 3×H-3, 2×CH2CO and CHCO) ; 3.79-3.87 (m, 6H, H-4, H-2) ; 3.90-3.97 (m, 3H,
H-5) ; 4.43 (d, J = 8.6, 3H, H-1) ; 4.59-4.79 (m, 3H, CHα).
13C NMR (D2O, 100 MHz, 298 K) : δ = 25.31 (CH3, CH2(lys)) ; 30.48 (3×CH2) ; 40.20
(3×CH2SS) ; 42.26 (CH2N) ; 42.48 (CH2β) ; 55.43 (CHα, C-2) ; 64.01 (CH2CO) ; 67.31
(CHCO) ; 70.80, 71.52,71.95, 72.74, 74.17, 78.09 (C-3, C-4, C-5, C-6, OCH2) ; 104.46 (C1) ;
178 (CO).
ES-MS spectroscopy m/z : calculated for C61H111N11O30S6 : [M+H
+]+ = 1670.6 ; exp
[M+H+]+ = 1670.5.
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C57H102N10O30S6
MW: 1599.86
n◦ 214 – Vect2
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To a solution of NTA(Cys(NH2))3 (13.7 mg, 0.027 mmol) in DMF (5 mL) was added
a solution of product 24 (45 mg, 0.094 mmol) in DMF (10 mL). The reaction mixture was
stirred at room temperature for 5 hours. After concentrated, the crude residue was purified
on RP-HPLC (H2O/Acetonitrile) to give the product as a white solid (m = 0.0157 g, 35%).
1H NMR (D2O, 500 MHz, 298 K) : δ = 2.03 (s, 9H, 3×NHCOCH3), 2.94 (t, J =
6.2, 6H, 3×CH2SS) ; 3.01 and 3.28 (ABX, JAX = 4.5, JBX = 9.5, JAB = 14.0, 6H,
3×CH2β) ; 3.54 (s, 6H, 3×CH2CO) ; 3.62-3.85 (m, 39H, 15×OCH2 and 3×H-3, 3×H-6) ;
3.88 (m, 3H, 3×H-2) ; 3.90 (m, 3H, 3×H-4) ; 3.96-4.03 (m, 3H, 3×H-5) ; 4.49 (d, J = 8.4,
3H, H-1) ; 4.72(dd, J = 4 and 9.7, 3H, CHα).
13C NMR (D2O, 100 MHz, 298 K) : δ = 24.97 (3×NHOCH3) ; 39.92 (3×CH2S-S) ;
41.74 (CH2β) ; 55.14 (C-2 and CHα) ; 63.70 (CH2CO) ;70.56 (C4) ; 71.10, 71.58, 72.13,
72.21, 72.38, 72.48, 73.86, 77.86 (C-3, C-5, C-6, OCH2) ; 104.26 (C-1) ; 177.45, 178.38,
178.57(CO).
Analytical HPLC Purity : 96%, Rt = 11.5 min (linear gradient : from 100% water to
50/50 H2O/acetonitrile in 16 min and 5 min at 50/50).
ES-MS spectroscopy m/z : calculated for C57H102N10O30S6 : [M+Na
+]+ = 1621.5 ; exp
[M+Na+]+ = 1621.8.
Vect2-TAMARA
N
H
N
H
N
HN
O
CONH2
S
O
H2NOC
S
O CONH2
S S
O
O
O
O
OH
OH
AcHN
OH
HN
S
O
O
O
O
OH
OH
AcHN
OH
S
O
O
O
O
HO
HO
NHAc
OH
O NN
HOOC
O
C86H132N13O34S6+
MW: 2084.42
n◦ 215 – Vect2-TAMARA
To a solution of product B2 (11.4 mg, 0.0068 mmol) in DMF (0.8 mL), a solution of
TAMRA (8.1 mg, 0.0154 mmol) in DMF (0.7 mL) and DIPEA (0.002 mL, 0.0111 mmol)
were succesively added. The reaction mixture was stirred for 4 hours. After concentrated,
the crude residue was purified on RP-HPLC (H2O/acetonitrile) to give the product (m =
0.0023 g, 16%) as a pink solid .
272
Analytical HPLC Purity : 80%, Rt = 12.4 min (linear gradient : From 100% water
to 50/50 H2O/acetonitrile in 16 min and to stay 5 min at 50/50).
ES-MS spectroscopy m/z : calculated for C86H133N13O34S
+
6 : [M+H
++Na+]2+ = 1053.8 ;
exp [M+H++Na+]2+ = 1053.6.
24 Physicochemical characterization methods
UV Titrations, Potentiometry, pH titration of HgL were performed in a glove box.
24.1 Solutions
24.1.1 Metallic cation solutions
(1)-Copper solutions :
Cu(I) solutions were prepared by dissolving the appropriate amount of Cu(CH3CN)4PF6 in
deoxygenated acetonitrile. The final concentration (≈ 3 mM) was determined by adding an
excess of sodium bathocuproine disulfonate (Na2BCS). The absorbance of a 3 mL solution
containing 2.10−4 M Na2BCS in phosphate buffer 20 mM, pH 7.4 is measured at 483 nm :
A0. Aliquot of Cu(I) (≈ 25 µL (or x)) is added and the absorbance is measured at 483
nm : A1. The Cu concentration can then be calculated, knowing the extinction cœfficient
of Cu(BCS)3−2 ,  = 13 300 M
−1cm−1 at 483 nm, according to equation 32.
[Cu] =
(3 + x)
x
×
(A1 − A0 × 3)/(3 + x)
13300× l
(32)
x(mL)
[Cu] (molL−1)
l = path (cm)
(2)-Divalent cation solutions :
Zn(II), Cd(II), Hg(II) solutions (≈ 3 mM) were prepared by dissolving the appropriate salt
ZnCl2, HgCl2, CdCl2 in deoxygenated water. Pb(II) solutions (≈ 3 mM) were similarly
prepared in Bis-Tris buffer 20 mM, pH 7. These solutions were titrated by a 5 mM
EDTAH2Na2 solution in presence of a colorimetric indicator according to equation 33 :
M2+ + EDTAH2Na2 = [EDTAM ]
2− + 2Na+ + 2H+ (33)
24.1.2 Ligand solutions
Since the cysteine residues in the chelator are susceptible to air oxidation, all the so-
lutions were prepared in a glove box under argon atmophere. Fresh solutions of the ligand
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were prepared before each experiment, using deoxygenated Milli-QR water (Millipore, resis-
tivity 18 MΩ.cm) containing 20 mM of the appropriate buffer. 10% of acetonitrile (vol) were
added to disolve all podands with ester functions and for all copper and 1H NMR titrations
(AcN as internal reference). The final concentration of the ligand solution was determined
by measuring the cysteine free thiol concentration following the Ellman’s procedure [223].
This procedure uses 5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoic acid (DTNB) as an indicator : each free
thiol group present in the peptide yields 1 equivalent of TNB2− according to equation 34
(412nm (TNB2−) = 14 150 M−1 cm−1, cf. Chapter 2).
DTNB2− +RS− → RS − TNB− + TNB2− (34)
3 mL of phosphate buffer, 100 mM, pH 7.4 were transferred in UV cell and 200 µL of
DNTB were added A0, λ412nm) then 100 µL (or x) of the ligand solution were added ((A
1,
λ412nm). The concentration was determined according to equation 36 :
[L] =
[SH]
n
×
3.2 + x
x
(35)
n = number of thiols in the ligand
[SH] =
((A1 − A0)× 3.2/(3.2 + x)
14150× l
(36)
x (mL)
l path(cm)
[SH] (mol.L−1)
Peptides that incorporate a tryptophan residue absorbe at 280 nm ( = 5690
L.mol−1.cm−1). Spectra of the peptide solution were recorded from 200 to 700 nm and the
peptide concentration was obtained with the Beer Lambert law, according to equation 37.
c =
A
× l × c
(37)
 = 5690 L mol−1 cm −1
l = path (cm)
A = absorbance at 280 nm
24.1.3 Bathocuproin disulfonate solution
BCS solutions (≈ 10 mM) were prepared by dissolving the appropriate amount of BCS
in deoxygenated phosphate buffer 20 mM, pH 7.4. x mL of the solutions BCS were added to
2.5 mL of phosphate buffer 20 mM, pH 7.4. This solution was then titrated by adding 0.05
eqv. of a Cu(I) solution (3 mM). The plot (absorption(483 nm) = f(eqv. Cu+)) gives two
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straight lines and the intersection point (Veq.) indicates the total formation of Cu(BCS)3−2 .
The BCS concentration was then calculated according to equation 38 :
[BCS] =
2× V eq.× [Cu]
2.5 + V eq
×
x+ 2.5
x
(38)
x, Veq. (mL)
24.2 Spectroscopic titrations
24.2.1 UV titrations
The UV-visible spectra were recorded with a Varian Cary50 spectrophotometer equip-
ped with optical fibers connected to an external cell holder in the glove box. 2 mL of
the ligand solution (≈50 µM for Cu(I) titrations, ≈30 µM for Hg(II), Zn(II) and Cd(II)
titrations, ≈90 µM for Pb(II) titrations) were transferred in a UV cell (1 cm path) and
aliquots corresponding to 0.1 equivalent of the metal solution were then added.
The buffer was phosphate (20 mM, pH 7.4) for all the titrations except for Pb(II) for
which Bis-Tris (20 mM, pH 7) was used to prevent Pb(II) hydrolysis and the precipitation
of Pb(OH)2 [180].
24.2.2 CD titrations
The circular dichroism spectra were acquired with an Applied Photophysics Chirascan
spectrometer. 2.5 mL of the ligand solution (≈ 100 µM in phosphate buffer, 20 mM, pH
7.4/AcN (v/v = 9/1) were transferred in a UV cell (1 cm path) and aliquots corresponding
to 0.25 equivalents of the Cu(I) solution in acetonitrile were then added. The same pro-
cedure was used with Cd(II) expect that the ligand solutions were prepared in phosphate
buffer, 20 mM, pH 7.4 and Cd(II) solution was prepared in deoxygenated Milli-QR water
(Millipore, resistivity 18 MΩ.cm).
24.3 ES-MS titrations
Mass spectra were acquired on a LXQ-linear ion trap (THERMO Scientific, San Jose,
USA) equipped with an electrospray source. Electrospray full scan spectra in the range
m/z = 150 -2000 amu or 2000-3000 amu were obtained by infusion through a fused silica
tubing at 2-10 SL/min. The solutions were analyzed both in positive and negative modes.
The LXQ calibration (m/z = 50-2000) was achieved according to the standard calibration
procedure from the S5/11 manufacturer (mixture of caffeine, MRFA and Ultramark 1621).
An ES-Tuning Mix solution (Agilent) was used to calibrate the spectrometer between 2000
and 3000 amu. The temperature of the heated capillary for the LXQ was set in a range of
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80-120◦C, the ion-spray voltage was in the range 4-6 kV and the injection time was 5-200
ms. The ligand solution (100 µM) was prepared in ammonium acetate buffer (20 mM, pH
7) and aliquots corresponding to 0.5 equivalent of the metal solution (in acetonitrile for
Cu(I) or water for others metals) were then added. All complexes were prepared in the
glove box before ES-MS analysis.
24.4 NMR experiments
24.4.1 1H NMR titrations
The NMR experiments were recorded on a 500 MHz Bruker Avance spectrometer
equipped with a 5 mm BBI probe with triple axis gradient field. The ligand solution (≈
1-2 mM) was prepared in phosphate buffer (20 mM, pH 7.4, D2O) and CD3CN (90/10,
v/v) and aliquots corresponding to 0.5 equivalent of metal solution in CD3CN for Cu
+ or
D2O for other metals were then added to the ligand sample tube. Young tubes were used
to maintain an argon atmospher.
24.4.2 Diffusion cœfficient measurements
Diffusion cœfficient measurements were performed using the bipolar stimulated spin
echo sequence [370]. Before each diffusion cœfficient measurement, the 90◦ pulse was cali-
brated. Diffusion coefficients were obtained using equation 39.
I(δ,∆, g) = I0 exp[−γ
2g2δ2(∆−
δ
3
−
τ
2
)D] (39)
I(δ, ∆, g) and I0 are the intensities in the presence of gradient pulses of strength g and in
absence of gradient pulses respectively. The length of the gradient pulse is δ, ∆ is the dif-
fusion delay and g is the gyromagnetic ratio (for protons, γH = 26.7520×10
7 rad.T−1.s−1).
The values of ∆ and δ used in the diffusion coefficient measurements were 100 ms and 2
ms respectively. In the experiments g was incremented from 2.95 to 47.2 G.cm−1.
The diffusion coefficient is then the slope of the line obtained by plotting ln(I/I0) against :
q2 × (∆−
δ
3
−
τ
2
) (40)
where q = γ.δ.g ; τ = pulse separation delay (s)
The mass of the complexes (MC) in solution were calculated according to equation
41 ; from the diffusion cœfficient of the ligand (DL) and the complex (DC), with ML the
mass of the ligand.
DL
DC
= 3
√
MC
ML
(41)
276
The uncertainties of the complex mass values (∆MC) were calculated according to equation
42, ∆DL and ∆DC being the uncertainties of the measured diffusion cœfficient of the free
ligand and the complex, respectively.
∆MC
MC
= 3×
∆DL
DL
+ 3×
∆DC
DC
(42)
24.4.3 Temperature cœfficient measurement
The NMR experiments were recorded on a 500 MHz Bruker Avance spectrometer
equipped with a 5 mm BBI probe with a triple-axis gradient field. 1H NMR spectra were
recorded with 12 ppm windows. 1H NMR spectra of the ML complexes ([ligand] ≈ 1 mM,
0.9 eqv. metals) were recorded from 278 K to 318 K in H2O/ D2O (v/v = 9/1) using
Watergate [224] solvent suppresion, pH ≈ 7.0, and 10% CD3CN as internal reference. The
slope of the line δNH = f(T(K)) gave the temperature cœfficient.
24.4.4 199Hg NMR
The spectra were recorded on a Varian Mercury Spectrometer at 71.6 MHz. The
samples ([ligand] = 3 mM, 0.8 eqv. Hg(II), in H2O/D2O (v/v = 9/1)) were prepared
with 91% enriched 199Hg2+. The pH were adjusted with HCl or KOH 0.1 M. The spectra
were collected in 12 hours with ≈ 108 scans, a 13 µs 90◦ pulse, a sweep wide of 100000 Hz,
an acquisition time of 20 ms and a relaxation delay of 5 ms. A 50 Hz line broadening was
applied during the processing prior to Fourier Transformation [192] [202]. Chemical shifts
are referenced to Hg(OAc)2 (-2389 ppm [371]).
24.5 Apparent affinity constants
24.5.1 Copper(I) affinity
The apparent stability constants at pH 7.4 of Cu(I) complexes, were measured by
UV-visible titrations in presence of bathocuproine disulfonate (BCS) as a competitor.
The complexes were prepared by adding 0.5 or 0.9 equivalents of the Cu(I) solution in
acetonitrile to the ligand solution (2 mL, [ligand] ≈ 50 µM) in phosphate buffer (20 mM, pH
7.4)/acetonitrile (v/v = 9/1). The mixture was stirred for 10 min to ensure the formation
of the complex, which was checked by recording the absorption at 267 nm (LMCT band).
Aliquots of a BCS solution (10 mM in phosphate buffer, 20 mM, pH 7.4) were then added
to the Cu(I) complexes. The mixture was stirred until stabilization of the absorbance at
483 nm. The UV/vis spectra were recorded (250-600 nm) and show the formation of the
orange Cu(BCS)2 complex according to equation 18.
The stability of the absorbance was controlled before the addition of any other BCS solution
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aliquot. Aliquots of BCS were added until a complete displacement of copper(I) according
to equation 43.
CuL+ 2BCS2− = L+ Cu(BCS)3−2 (43)
The apparent affinity constant of the mononuclear complex CuL was determined by cal-
culating the concentrations of the species in solution :
[BCS] = [BCS]0 − 2[Cu(BCS)
3−
2 ] (44)
[Cu]free = 10
19.8 ×
[Cu(BCS)3−2 ]
[BCS]2
(45)
[CuL] = [Cu]0 − [Cu(BCS)
3−
2 ]− [Cu]free (46)
[L]free = [L]0 − [CuL]. (47)
βpH=7.411 =
[CuL]
[Cu][L]
(48)
[BCS]0, [Cu]0, [L]0= initial concentrations
[L] = ligand concentrations
logβ(Cu(BCS)3−2 ) = 19.8
24.5.2 Mercury(II) affinity
With peptides : The CuP complex was formed by addition of 0.9 equivalent of Cu(I) to
2 mL solution of peptides (≈ 30 µM) in phosphate buffer 20 mM pH 7.4 and AcN (90/10,
v/v). Aliquots of 0.1 equivalents of Hg(II) were added to the complex CuP and the evolu-
tion of the LMCT band at 267 nm (S− → Cu+)was followed by UV-visible spectroscopy
(equation 49).
CuP +Hg = HgP + Cu (49)
The LMCT band at 267 nm disappeared at 1 eqv. Hg(II). The ratio of the two stability
constants is given by equation 50 :
βHg
βCu
=
[HgP ]
[Hg][P ]
×
[Cu][P ]
[CuP ]
=
[HgP ]
[Hg]
×
[Cu]
[CuP ]
(50)
We considered more than 97% of copper is displaced by Hg in these experiment which
gives :
βHg
βCu
>
97
3
×
97
3
= 1000 (51)
log βHg > log βCu + 3 (52)
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With Podands : The HgL complex was formed by addition of 0.9 equivalent of Hg(II)
to 2 mL solution of the ligand in phosphate buffer 20 mM pH 7.4 ([Ligand] ≈ 30 µM).
The evolution of the thiolate to Hg(II) LMCT band at 290 nm was then followed upon
titration with aliquots of a 5 mM Na2EDTA solution. These data were simulated with
less than 5% (for NTA(Cys(NH2))3 and NTA(Cys(OEt))3) and 10% (NTA(Cys(OH))3) of
Hg(II) displaced from the ligand at the end of the titration. The apparent stability constant
of the HgEDTA complex at pH 7.4 is logβ (HgEDTA) = 18.7 [264].
24.5.3 Lead (II) affinity
2 mL of a ligand solution (≈ 90 µM) were transfered in a UV cell (1 cm path) and
aliquots corresponding to 0.1 equivalent of Pb2+ solution were then added. The apparent
stability constants at pH 7 of the Pb(II) complex was measured by fitting the titrations
of L by Pb(II) in the buffer Bis-Tris (20 mM, pH 7) by using the computer program
SPECFIT [235] [237] [238]. The affinity of Bis-tris for Pb(II) was included in the fit (logβ11
= 4.32). All absorbing species were detected and the data were satisfactorily fitted with
an apparent stability constant at pH 7 [239] [240].
24.5.4 Cadmium(II) and zinc(II) affinity
2 mL of ligand solution (90 µM, Bis-Tris buffer 20 mM, pH 7.0) were transfered in
a UV cell and 3 equivalents of Pb(II) were added. After stirring to ensure the formation
of the PbL complex, aliquots of 0.1 eqv. of Cd(II) or Zn(II) were added in Bis-Tris (20
mM, pH 7.0). The experiments were performed until no signal of the Pb(II) complex
could be observed (Cd) or less than 10% (Zn). The apparent stability constants at pH
7 of the Cd(II) and Zn(II) complexes were measured by fitting the disappearance of the
lead complex absorbance. The affinities of the metal ions for Bis-Tris are known and were
included as parameters in the fit (log β11= 2.47 (Cd), 2.38 (Zn) [239] [240]). The apparent
stability constant of PbL was also included as a parameter in the fit of the back titrations.
The fit was done by using the computer program SPECFIT.
24.6 Potentiometry
24.6.1 Materials
A potentiometer type 751 GPD titrino Metrohm was used with an automatic burette
of 5 mL. A thermostated bath was used to maintain the sample at 298 K. The pH was
measured by a Metrohm electrode (reference : Ag/AgCl in KCL 3 mol.L−1). All units
(KOH and HCl) were degazed before going into the glove box.
The ionic strenght is maintain with at 0.1 mol.L−1 (KCl). All solutions were prepared in
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deoxygenated Milli-Q water (Millipore, resistivity 18 MΩ.cm). The solutions of HCl (0.1
mol.L−1) and KOH (0.1 mol.L−1) were prepared by diluting commercial solutions (Titrisol
Merck).
The ligand solutions were prepared at 0.5 mM in KCl 0.1 mol.L−1 excepted for
NTA(Cys(OEt))3 which was prepared in KCl 0.1 mol.L
−1/AcN (v/v = 98/2). The ini-
tial concentration of the ligand solution was determined by measuring the cysteine free
thiol concentration following the Ellman’s procedure. All experiments were performed in
a glove box.
24.6.2 Electrode calibration
The electrode was calibrated before each titration. During titration the electrode does
not measure directly a pH but an electromotive force E (mV). The relation between pH
and E is given by equation 53 :
Eexp = E
0 − f ×
(1000×RT × ln 10)
F
× pH (53)
R = 8.314 J.K−1. mol−1 Ideal gas constant
T = 298 K
F = 96500 C. mol−1 Faraday constant
E and E0 in mV
The calibration was performed by titrating a HCl solution by aliquots of KOH and
gives E0 and f which depend on the electrode. The electrode is stable if E0 and f values
are repeatable 2 or 3 times.
24.6.3 Titration
Continuous potentiometric titrations with 0.1 mol.L−1 KOH were conducted in 22 mL
aqueous solutions containing about 5×10−4 mol.L−1 of the tripodes and 0.1 molL−1 KCl
as background electrolyte. Back titrations with 0.1 molL−1 HCl were performed after each
experiment to check whether equilibration had been achieved. In a typical experiment, ≈
200 points (5 µL increment) were measured with a 2-3 min delay between the measure-
ments. Experimental data were refined using the computer program Hyperquad 2000 [254].
All equilibrium constants are expressed as concentration ratios and not activities. The io-
nic product of water at 25◦C and 0.1 molL−1 ionic strength is pKw = 13.78 [264]. Initial
concentrations of ligands and protons are fixed. pH measured were calculated by using E0
and f determined during calibration.
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24.7 pH titration of HgL
The pH titration of HgL complexes was followed with a Varian Cary50 spectrophoto-
meter equipped with optical fibers connected to an external cell holder in the glove box. 2
mL of the ligand solution in water (≈30 µM) were transfered in a UV cell (1 cm path) and
0.9 eqv of HgCl2 was added to form a the HgL complex. The complex was titrated from pH
2 to pH 10 by adding small aliquots from 0.1 M to 1 M solutions of potassium hydroxide
and monitoring the pH using a microelectrode (Metler Toledo, InLAB R© 423, electrolyte
9811, Ag/AgCl) with a 702 SM Titrino Metrohm. Reverse titrations (pH 10 to pH 2) were
performed by adding small aliquots from 0.1 M to 1 M solutions of hydrochloric acid [190].
All titrations were fitted by using the computer program SPECFIT. All absorbing species
were detected and the data were satisfactorily fitted using the apparent stability constants
logβ110 at pH 7.4 estimated at 30.
25 Biological experiments
25.1 Cell culture
HepG2 cells were grown in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) supplemen-
ted with 10% v/v fetal bovine serum (FBS), 20 mM L-glutamine, 10 mM sodium pyruvate,
100 g/ml streptomycin and 100 U/ml penicillin. WIF-B9 and Can 10 cells were grown in
Coon’s modified F12 medium (Sigma) supplemented with HAT (10−5 M hypoxanthine,
4×10−8 M aminopterin, 1.6×10−4 M thymidine), 5% FBS (Invitrogen), 2 mM glutamine,
and an antibiotic and antifungal solution containing 100 µg/ml streptomycin, 100 U/ml
penicillin, and 0.25 µg/ml amphotericine B. Cells were cultured at 37◦C in a humidified
atmosphere with 5% (HepG2) or 7% (WIF-B9 and Can 10) CO2 They were plated at
2×104 cells/cm2 on plastic tissue culture dishes (Falcon) or on round (16 mm in diameter)
or square (22 mm×22 mm) autoclaved glass cover slips (Esco) in 6, or 12-well plates and
used 7 days later. The culture medium was renewed every 2 to 3 days.
25.2 Localization of ATP7B by immunofluorescence
Cells on glass cover slips were rinsed three times in phosphate-buffered saline (PBS)
and permeabilized with methanol for 4 min at 20◦C. They were then rehydrated in PBS
and incubated at 37◦C for 45 min, either with a rabbit primary antibody anti-ATP7B
(1/200 diluted), or with this ATP7B antibody and a rat monoclonal antibody anti-ZO1
(undiluted). After 3 rinses with PBS, the cells were incubated for 15 minutes at 37◦C with
a goat anti-rabbit antibody conjugated with Alexa 488 (1/500 ; Molecular Probes) or with
a mixture of this latter antibody and a goat anti-rabbit antibody conjugated with Alexa
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566 (1/500 ; Molecular Probes). Cells were then washed three times in PBS and the cover
slips were mounted on glass slides with a drop of mounting medium (Sigma) and sealed
using nail polish. The cells were analyzed using a Zeiss fluorescence Axioskop microscope.
Confocal analysis was performed with a Zeiss LSM 510 microscope and series of xy sections
were taken in 0.3 m steps. The rabbit primary antibody anti-ATP7B was from I. Sandoval
(CIBEREHD, Madrid, Spain) and the rat primary monoclonal antibody anti-ZO-1 was
from B. Stevenson (University of Alberta, Edmonton, Canada).
25.3 Experimental Procedures
25.3.1 Uptake of Vect1-TRITC
The uptake of Vect1-TRITC by HepG2, WIF-B9 and Can 10 cells was explored using
a concentration range of 2 to 0.2 µM. Vect1-TRITC was added in the medium and at
regular intervals, cells on cover slips were rinsed twice with phosphate buffer saline (PBS),
fixed with 4% formaldehyde for 20 min and viewed on Zeiss fluorescence microscopes
(Axioskop or AxioVert 200M). The 2 µM concentration was also left for up to 4 days
without damaging neither HepG2 nor WIF-B9 and Can 10 cells.
25.3.2 Trafficking of ATP7B
Trafficking of ATP7B has been shown before in various cells under extreme conditions,
such as addition of 200µM BCS or 20-200 µM copper in the culture medium. Since we
wanted to avoid the use of high concentrations of Vect1, we had to find conditions inducing
ATP7B trafficking at lower concentrations of copper and within a few hours to avoid cellular
responses involving protein synthesis. No ATP7B trafficking could be detected after 2 hours
in 0, 0.1 and 0.3 µM copper added to the medium. Trafficking was clear after 2 hours in
the presence of 1 µM copper. Starting from this observation, two concentrations of Vect1
were tested for their ability to reverse the trafficking of ATP7B. There was a clear cut
answer after 3 hours in the presence of 10 µM Vect1, whereas 2 µM was not enough (data
not shown).
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26 Figures : de´placement chimiques des NH en fonc-
tion de la tempe´rature
26.1 Complexes du cuivre(I)
n◦ 216 – De´placements chimiques des NH pour les ligands libres et des complexes CuL a`
0.5 eqv de Cu(I), cas du NTA(Cys(OEt))3 (L
1, a` gauche), et du NTA(Cys(NH2))3 (L
2, a`
droite), dans tamp. phos. 20 mM H2O/D2O/CD3CN (v/v/v = 8/1/1), pH = 7.4, 500 MHz
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26.2 Complexes du mercure(II)
n◦ 217 – De´placements chimiques des NH pour les ligands libres et des complexes HgL a`
1 eqv de Hg(II), cas du NTA(Cys(OEt))3 (L
1, a` gauche), et du NTA(Cys(NH2))3 (L
2, a`
droite), dans tamp. phos. 20 mM H2O/D2O/CD3CN (v/v/v = 8/1/1), pH = 7.4, 500 MHz
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27 Spectres de masse des diffe´rents vecteurs
27.1 Vecteur 1
n◦ 218 – Spectre de masse de Vect1, mode positif ionisation e´lectrospray
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n◦ 219 – Spectre de masse de Vect1-TRITC, mode positif ionisation e´lectrospray
27.2 Vecteur 2
n◦ 220 – Spectre de masse de Vect2, mode positif ionisation e´lectrospray
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n◦ 221 – Spectre de masse de Vect2-TAMRA, mode positif ionisation e´lectrospray
28 Calcul des constantes d’affinite´
Une constante d’e´quilibre K, relative a` une e´quation donne´e, est le quotient des activite´s
des espe`ces pre´sentes en solution a` l’e´quilibre. Cette constante est inde´pendante de la
pression et des concentrations. Elle de´pend toutefois de la tempe´rature.
aA+ bB = cC + dD K =
[acC × a
d
D]
aaA × a
b
B
=
γcC × γ
d
D
γaA × γ
b
B
[C]c × [D]d
[A]a × [B]b
(54)
En travaillant en pre´sence d’un e´lectrolyte inerte chimiquement et en fort exce`s, la force
ionique est maintenue constante. Le rapport des cœfficients d’activite´s (γi) est conside´re´
comme invariant. La constante d’e´quilibre s’exprime donc en fonction des eules concentra-
tions des espe`ces :
K =
[C]c × [D]d
[A]a × [B]b
(55)
Les e´quilibres de complexation peuvent s’e´crire de nombreuses fac¸ons. Les conventions
utilise´es sont donc de´veloppe´es dans cette annexe. Pour des raisons de clarte´, les charges
du ligand L et du me´tal M ont e´te´ omises ; L correspond ainsi a` la forme totalement
de´protone´e du ligand.
Il existe principalement deux types de constantes : les constantes globales et les constantes
successives de formation qui sont relie´es entre elles. Les constantes globales de formation
sont note´es β et les constantes successives K.
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28.1 Constantes de formation des complexes
La constante globale de formation du complexe MLH en pre´sence de me´tal s’e´crit
comme de´taille´ ci-dessous. Les indices m,l et h de la constante β repre´sentent respective-
ment le nombre de me´taux, de ligands et de protons mis en jeu lors de la formation du
complexe.
βmlh : mM + lL+ hH =MmLlHh βmlh =
[MmLlHh]
[M ]m[L]l[H]h
(56)
Les constantes de formation globales des complexes ML et M2L ne faisant pas intervenir
de protons s’e´crivent donc :
β110 :M + L =ML β110 =
[ML]
[M ][L]
(57)
β210 : 2M + L =M2L β210 =
[M2L]
[M ]2[L]
(58)
Il est possible d’e´crire des constantes successives de formation. Ainsi K2 relatif a` l’e´quilibre
ci-dessous s’e´crit :
K2 :ML+M =M2L K2 =
[M2L]
[ML][M ]
K2 =
β210
β110
(59)
28.2 Constantes de protonation
Nous avons vu au chapitre 3 la de´finition des constantes de protonation. Il faut noter
que les constantes de protonation ne sont que le cas particulier des constantes de forma-
tion de´finies ci dessus pour lequelles m = 0. Les constantes globales de protonation β01h
sont donc de´finies comme suit pour un ligand L pre´sentant par exemple trois sites de
protonation.
β011 : L+H = LH β1 =
[LH]
[L][H]
= KH1 (60)
β012 : L+ 2H = LH2 β2 =
[LH2]
[L][H]2
= KH1 ×K
H
2 (61)
β013 : L+ 3H = LH3 β3 =
[LH3]
[L][H]3
= KH1 ×K
H
2 ×K
H
3 (62)
avec
KH1 =
1
Ka1
(63)
logKH1 = pKa (64)
Les constantes d’acidite´ successives sont de´finies comme suit :
Ka1 : LH = L+H Ka1 =
[L][H]
[LH]
(65)
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Ka2 : LH2 = LH +H Ka2 =
[LH][H]
[LH2]
(66)
Ka3 : LH3 = LH2 +H Ka3 =
[LH2][H]
[LH3]
(67)
Les constantes sont relie´es entre elles par les relations suivantes :
logβ011 = pKa1 (68)
logβ012 = pKa1 + pKa2 (69)
logβ013 = pKa1 + pKa2 + pKa3 (70)
28.3 Cas particulier
On peut calculer une constante apparentes a` pH donne´ a` partir de la constante globale
de formation du complexe ML et des constantes de protonation du ligand libre par la
relation suvante :
βpH = β × αH (71)
avec
α−1H = 1 +
[H]
Ka1
+
[H]2
Ka1 ×Ka2
+
[H]3
Ka1 ×Ka2 ×Ka3
= 1 +
∑
i
[H]i × β0Li (72)
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Metal overload plays an important role in several diseases and
intoxications.1 Among these metals, copper (Cu) is an essential
element which is used as a cofactor in many redox proteins, which
are involved in several vital processes. Free Cu can also promote
Fenton-like reactions and thus is very toxic even at low concentra-
tions. Therefore, the intracellular Cu concentration needs to be
rigorously controlled to ensure that it is provided only to the
essential enzymes and does not accumulate to toxic levels.2 For
instance, Wilson’s disease is one of the major genetic disorders of
Cu metabolism in humans. Failure of the copper transport in
hepatocytes results in cytosolic Cu accumulation with associated
cellular injury.3,4 Cu is also involved in neurodegenerative diseases
such as Alzheimer’s disease and is suspected to cause amyloid 
precipitation and toxicity.5,6 Therefore, as chelation therapy1,4,5 is
currently used or proposed for treating these disorders, it is of major
interest to develop molecules able to efficiently and selectively bind
Cu. Biological molecules that traffic or sequester Cu in cells are
good models for designing efficient Cu chelators. As the cytoplasm
of most eukaryotic cells is a reducing environment, the predominant
oxidation state of Cu in cells is Cu(I). Many intracellular Cu
transporters contain a conserved N-terminal MxCxxC sequence that
binds metal ions with two cysteines.7 In a previous report, we
demonstrated that this sequence is highly selective for Cu(I) over
the essential ion Zn(II) that could compete in cells.8,9 Metallothio-
neins (MTs) are other proteins able to complex Cu. Indeed, when
Cu is in excess of physiological requirements, cells induce the
biosynthesis of these small cysteine-rich proteins, which form Cu(I)
clusters.10
We decided to take advantage of the high affinity of cysteine
sulfur donors for Cu(I) evidenced in living organisms to design
efficient and selective copper chelators. For that purpose, several
cysteines were attached with peptide bonds to nonbiological
scaffolds to obtain pseudopeptide ligands.11 Polyaminocarboxylate
spacers are attractive because they provide a series of chemical
scaffolds with a range of carboxylic acid numbers that can be easily
functionalized with cysteines. In this communication, we present a
C3-symmetric ligand anchored on a nitrilotriacetic acid (NTA)
moiety extended by three converging metal-binding cysteine chains.
We demonstrate that this tripodal ligand has a high affinity and
selectivity for Cu(I).
The tris(cysteine) pseudopeptide ligand LH3 was synthesized by
coupling the triacid NTA with the free amine function of an O,S-
protected derivative of cysteine, HCys(Trt)OEt, in presence of
classical peptide-synthesis coupling reagents, followed by depro-
tection of the thiol groups under acidic conditions [see the
Supporting Information (SI) for detailed experimental procedures].
Binding of Cu(I) was investigated by UV spectroscopy at pH 7.4.
Addition of aliquots of Cu(I) to the ligand solution resulted in the
appearance of a band centered at 262 nm that linearly increased
with increasing Cu(I) concentration up to 2 equiv (Figure 1). This
band is characteristic of ligand-to-metal charge-transfer (LMCT)
transitions of the thiolate-Cu(I) bonds in a (Cu2L)x complex. The
extinction coefficient of this LMCT band is 13 000 M-1 cm-1,
which is compatible with the values of ∼7000 M-1 cm-1 per bound
Cu found in MTs.12 The examination of the shoulder at 340 nm
indicated a more complicated behavior, namely, the formation of
the two complexes represented in Scheme 1, which were investi-
gated with complementary experimental methods.
The C3-symmetric mononuclear complex CuL is evidenced in
the 1H NMR spectra of L with less than 1 equiv of Cu(I) (Figure
S2 in the SI). In this complex, the -protons of the cysteines and
the apical NCH2 protons give well-resolved AB doublets having
large chemical shift differences with respect to the free ligand (∆δ
) 0.05 and 0.04 ppm for L, 0.47 and 0.91 ppm for CuL), suggesting
that the ligand adopts a rigid conformation with the three thiolate
arms wrapped around the metal ion. The exchange between the
free ligand and this complex is very slow, as evidenced by the
absence of exchange correlation in the 2D exchange spectroscopy
(EXSY) spectrum. The diffusion coefficients were measured by
Figure 1. UV and CD titrations of L (∼50 µM) with Cu(I) at pH 7.4 [9:1
(v/v) 20 mM phosphate buffer/CH3CN].
Scheme 1
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pulsed-gradient spin-echo (PGSE) NMR spectroscopy to infer the
species molecularity in solution.13 In 9:1 (v/v) water (pD 7.4)/
acetonitrile mixtures, the diffusion coefficients are D(L) ) 3.20(4)
× 10-10 m2 s-1 and D(CuL) ) 3.02(4) × 10-10 m2 s-1. This leads
to M(CuL) ≈ 696(54) g mol-1, which compares reasonably well
with the value of 645 g mol-1 calculated for CuL. This confirms
that the species formed with excess or 1 equiv of ligand is the
mononuclear complex CuL with C3 symmetry in which the three
sulfur atoms are coordinated to the Cu(I) ion. This complex is also
evidenced by electrospray mass spectrometry (ES-MS), which
shows an intense peak at m/z 647 corresponding to [CuLH3]+.
Intense dichroic bands develop in the CD spectrum of CuL with
positive and negative maxima at (+) 209, (-) 238, (+) 262, and
(-) 288 nm; the two latter bands are attributed to thiolate-Cu
LMCT transitions.12 The coordination geometry of Cu(I) in CuL
was observed in the solid state with monodentate sulfur ligands
providing mononuclear complexes with a CuS3 geometry, which
are known to co-oligomerize with excess Cu(I) to form (Cu2S3)x
clusters.14
In excess Cu(I), all of the spectroscopic features changed
dramatically, indicating the formation of a Cu(I) cluster. The LMCT
transitions in the CD spectrum [(+) 259 and (-) 284 nm] were
shifted to higher energy, and weak lower-energy bands with maxima
at (-) 310 and (+) 340 nm appeared. These two latter bands were
detected as tails in the absorption spectrum and are attributed to
cluster-centered transitions.12 Three isodichroic points were detected
at 218, 252, and 325 nm in going from 1 to 2 equiv of Cu(I),
demonstrating that the mononuclear complex CuL was transformed
into only one cluster complex, (Cu2L)x. ES-MS spectra recorded
with excess Cu(I) indicated the x ) 3 cluster species [Cu6L3H5]2+
with the expected isotopic signature (Figure S3 in the SI). In contrast
to CuL, this cluster exhibited broad resonances in its 1H NMR
spectrum that may be characteristic of intramolecular dynamics
associated with exchange of the sulfur ligands from one Cu ion to
another in this polynuclear complex. The diffusion coefficient,
D[(Cu2L)x] ) 2.0(1) × 10-10 m2 s-1, confirmed the trimeric nature
of this complex, giving M[(Cu2L)x] ≈ 2200(400) g mol-1 and
therefore x ) 3. The polymetallic complex Cu6L3 can be associated
with a Cu6S9 core, as described in some MTs, where each Cu(I)
adopts a nearly trigonal planar coordination with exclusively
bridging thiolates.15
The apparent stability constants of the two Cu(I) complexes at
pH 7.4 were measured using UV-vis titrations in the presence of
bathocuproine disulfonate (BCS), which forms an orange complex,
[Cu(bcs)2]3-, of known stability.16 The first Cu(I) ion is very tightly
bound as demonstrated by the large value of 11 for eq 1 [log11 )
19.2(1)]. The complexation of a second Cu(I) ion according to eq
2 is also very efficient [logK2 ) 20.7(3)].
Cu(I) + L a CuL (1)
CuL + Cu(I) a 13Cu6L3 (2)
The apparent affinity constant of the mononuclear complex CuL
is significantly larger (by 1.8 orders of magnitude) than that of a
model peptide of the copper chaperone Atx1, PC, which affords
only two cysteines (see Table 1).8 The large stability of the CuL
complex reflects the good complementarity of this tripodal ligand
architecture, which provides three converging metal-binding thi-
olates and Cu(I) coordination.
To evaluate the selectivity of L for Cu(I), the complexes with
Pb(II), Cd(II), Zn(II), and Hg(II) were studied as previously
reported.8 UV titrations demonstrated the formation of ML-
complexes, which were also the only ions detected in the ES-MS
spectra. The LMCT absorption bands were consistent with metal
ions coordinated by three thiolates.17 The apparent stability
constants of the mononuclear complexes ML at pH 7.4, reported
in Table 1, are also significantly enhanced in comparison to the
corresponding PC complexes.8 Furthermore, the selectivity for Cu(I)
over Zn(II), a potential competitor in cells, is still very high (∼109).
In conclusion, we have developed a cysteine-based ligand that
very efficiently chelates Cu(I) (the oxidation state present in cells)
with a higher affinity than the MxCxxC sequence found in Cu
transporters. This chelator is based on a tripodal pseudopeptide
scaffold extended by three converging cysteines and mimics the
selectivity of metallothioneins and other cysteine-rich proteins for
the soft cations Cu(I) and Hg(II) over other divalent ions. This
ligand providing three soft sulfur donors has a very high affinity
for Cu(I) in either a mononuclear complex or the Cu6L3 cluster.
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Table 1. Apparent Affinity Constants (log11app, where 11)[ML]/
[M][L]) for the Mononuclear Complexes of L and PC at pH 7.4
and 298 K
Ca(II) Pb(II) Zn(II) Cd(II) Cu(I) Hg(II)
L <4.2 10.1(1) 10.3(2) 11.8(3) 19.2(1) >22.7
PC a - 8.8(1) 7.6(2) 10.0(1) 17.4(1) >19.4
a PC is a cyclodecapeptide modeling the binding loop of the copper
chaperone Atx1: c(GMTCSGCSRP).8
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Abstract: Metal overload plays an important role in several diseases or intoxications, like in Wilson’s disease,
a major genetic disorder of copper metabolism in humans. To efficiently and selectively decrease copper
concentration in the liver that is highly damaged, chelators should be targeted at the hepatocytes. In the
present work, we synthesized a molecule able to both lower intracellular copper, namely Cu(I), and target
hepatocytes, combining within the same structure a chelating unit and a carbohydrate recognition element.
A cyclodecapeptide scaffold displaying a controlled conformation with two independent faces was chosen
to introduce both units. One face displays a cluster of carbohydrates to ensure an efficient recognition of
the asialoglycoprotein receptors, expressed on the surface of hepatocytes. The second face is devoted to
metal ion complexation thanks to the thiolate functions of two cysteine side-chains. To obtain a chelator
that is active only once inside the cells, the two thiol functions were oxidized in a disulfide bridge to afford
the glycopeptide P3. Two simple cyclodecapeptides modeling the reduced and complexing form of P3 in
cells proved a high affinity for Cu(I) and a high selectivity with respect to Zn(II). As expected, P3 becomes
an efficient Cu(I) chelator in the presence of glutathione that mimics the intracellular reducing environment.
Finally, cellular uptake and ability to lower intracellular copper were demonstrated in hepatic cell lines, in
particular in WIF-B9, making P3 a good candidate to fight copper overload in the liver.
1. Introduction
Metal overload plays an important role in several diseases
or intoxications.1 Among these metals, copper (Cu) is an
essential element which is used as a cofactor in many redox
proteins, involved in several vital processes. Free Cu can also
promote Fenton-like reactions and would thus be very toxic even
at low concentration. Therefore, intracellular Cu concentration
needs to be rigorously controlled so that it is only provided to
the essential enzymes but does not accumulate to toxic levels.2
For instance, Wilson’s disease is one of the major genetic
disorder of Cu metabolism in humans. Impairment of the copper
transport in hepatocytes, results in cytosolic Cu accumulation
with associated cellular injury.3,4 Cu is also involved in
neurodegenerative diseases like Alzheimer’s disease and sus-
pected to cause A precipitation and toxicity.5,6 Therefore, as
chelation therapy1,4,5 is currently used or proposed for treating
these disorders, it is of major interest to develop molecules able
to efficiently and selectively bind Cu.
In particular, copper chelators are used to treat metal overload
for patients suffering from copper homeostasis disorders like
Wilson’s disease.7 In this disease, copper is accumulated in
different parts of the patient’s organism like the liver, the central
nervous system, and the eyes.8 Current treatments are aimed at
lowering dietary copper uptake and not at fighting intracellular
copper accumulation.1,9 To efficiently and selectively decrease
the copper concentration in the liver, an organ highly damaged
in this disease, chelators should be targeted at the hepatocytes.
In cells, excess copper is in the +I oxidation state.3 In the present
work, we designed a molecule able to both lower intracellular
copper, namely Cu(I), and target hepatocytes, combining within
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the same structure a chelating unit and a carbohydrate recogni-
tion element.
To design an efficient and selective copper chelating unit,
we decided to take advantage of the high affinity of cysteine
sulfur donors for Cu(I) evidenced in proteins trafficking or
sequestering Cu in cells. As the cytoplasm of most cells is a
reducing environment, the predominant oxidation state of Cu
in cells is Cu(I). For instance, metallothioneins (MT) are small
cysteine-rich proteins whose synthesis is induced when Cu is
in excess of physiological requirements. They are sequestering
Cu by forming Cu(I) clusters.10 Many intracellular Cu transport-
ers such as the yeast metallochaperone Atx1 contain the
consensus MxCxxC sequence that binds soft metal ions with
two cysteines.11,12 A model peptide PC, incorporating the Atx1
binding sequence (MTCSGC, Scheme 1) was found highly
selective for Cu(I) with respect to Zn(II), another essential metal
ion found in cells.13,14 In addition, we have also recently
demonstrated that a tripodal pseudopeptide scaffold extended
by three converging cysteines, mimics the selectivity of met-
allothioneins or other cysteine-rich proteins for the soft cations
Cu(I) and Hg(II) with respect to other divalent ions.15 Cysteine-
based peptides or pseudopeptides appear to be efficient Cu(I)
complexing molecules and we selected a peptide sequence with
two cysteines to design the chelating unit.
A well-known strategy for targeting hepatocytes16 is to use
ligands of the asialoglycoprotein receptor (ASGP-R) which is
uniquely expressed on the surface of these cells.17 Indeed,
ASGP-R is a human hepatic lectin, which recognizes terminal
galactose (Gal) and N-acetylgalactosamine (GalNAc) with a
higher affinity for GalNAc than for Gal.18 The affinity of ligands
for this receptor is strongly dependent on the valency and the
display of sugar residues.19 While the affinity between lectin
and monosaccharides is weak (KD ≈ 0.1-1 mM), sugar-protein
interactions can be greatly enhanced by multivalent events
commonly known as the “cluster glycoside effect”.20 The
efficiency of such targeting units has been demonstrated for gene
or drug delivery to cultured cells or to animals.21
In the present work, we chose a decapeptide scaffold with
two independent faces to form regioselectively addressable
functionalized templates (RAFTs).22 Such cyclodecapeptides
incorporate two prolylglycine sequences as -turn inducers to
constrain the backbone conformation into an antiparallel 
sheet.23,24 They display a controlled conformation that has been
exploited successfully for diverse applications such as the design
of nanovectors, synthetic vaccines, and protein mimics.22 In
addition, we have demonstrated that clusters of carbohydrates
grafted at the surface of the cyclodecapeptide scaffold ensure
the specific recognition with a significantly enhanced affinity
for lectins through multivalent interactions in solution25 and on
solid support.26,27 Moreover, cyclodecapeptides displaying less
than four sugars or unspecific sugar units clearly show negligible
binding ability for the targeted lectins.26,27 Therefore, four
RGalNac units were chemioselectively grafted on the upper face
of this cyclodecapeptide which is then devoted to ASGP-R
recognition and targeting. It has been estimated by molecular
modeling that the distance between two sugar units is in the
15-25 Å range, which is similar to the distance between two
binding sites in ASGP-R.18,19 We thus expect that our vector
binds to the ASGP-R through an efficient intramolecular
mechanism (chelate effect).28,29 Another advantage of such
cyclopeptide scaffolds is the spatial separation between targeting
and “drug-delivery” domains.22,30 The lower face was used for
soft metal ion complexation thanks to the thiol functions of two
cysteines in the cyclopeptide sequence (Scheme 2). These thiol
functions have been oxidized in a disulfide bridge to afford P3,
which is stable in the presence of oxygen and most importantly
which is not an efficient chelator before entering the hepatic
cells: therefore, P3 can be considered as a prodrug activated in
the reductive medium of the targeted cells (Scheme 2). Finally,
one glycine among the -turns, has been replaced by a D-lysine
to introduce an organic fluorophore (TRITC) and to visualize
the uptake of the compound in hepatic cell lines.
In this work, to assess the metal complexation properties of
the reduced and active form of the targeting chelator P3 in cells,
we first investigated two simple cyclodecapeptides devoid of
the targeting units. These model peptides bear two cysteines in
positions 2 and 7 mimicking the complexing unit of P3 in cells.
As these cyclodecapeptides proved a high affinity for Cu(I) as
well as a high selectivity with respect to Zn(II), the cyclopeptides
bearing the targeting sugar units P3 and P3-TRITC represented
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Scheme 1. Sequence of the Model Peptide PC
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in Scheme 2 were next synthesized. In vitro complexation
studies with P3 demonstrated that this molecule binds Cu(I) only
in a reducing medium, mimicking the intracellular compartment.
Finally, cellular uptake and ability to lower intracellular copper
were demonstrated in hepatic cell lines, making P3 a good
candidate to fight copper overload in the liver.
2. Results and Discussion
2.1. Synthesis and Characterization of the Model Chelating
Peptides P1 and P2. The two cyclodecapeptides P1 and P2
(Scheme 3) bearing two cysteines in positions 2 and 7 and
modeling the reduced and active form of the targeting chelator
P3 in cells were first synthesized to evaluate their complexing
ability for Cu(I) and divalent metal ions. A tryptophane residue
was inserted in position 1 or 8 of the two model peptides to
determine precisely the peptide concentration by measuring the
absorbance of the indole moiety at 280 nm. In P1, three polar
residues (2 serines and one arginine) mimic the hydrophilicity
of the sugar moieties on the upper face of P3. Aspartic and
glutamic acids were inserted in the sequence of P2 to provide a
second model peptide with a negatively charged upper face
bearing three carboxylate groups at physiological pH. This less
realistic model of P3 was designed to evaluate the influence of
the upper face on the complexation properties of the two
cysteines side-chains located at the lower face.
Classical solid-phase synthesis using Fmoc strategy was used
to synthesize P1 and P2. The 10-mer-protected precursors were
assembled on the resin and cyclized in dichloromethane after
cleavage from the resin. The side chains were subsequently
deprotected. P1 and P2 are sensitive to air oxidation and were
therefore stored and manipulated under argon in a glovebox.
Several isomers were detected in the NMR spectra of the
two peptides, the major one representing ∼70% of the total
peptide concentration at 298 K. The evolution of the proportions
of the different species as a function of temperature confirms
that the latter are conformers in equilibrium at the NMR time
scale. The two major species were fully assigned from a
combination of COSY, TOCSY, and ROESY spectra following
standard assignment procedures (see Tables S1 and S2 in the
Supporting Information).31
In the major conformers of the two peptides, the trans
conformation of the peptide bonds with prolines are evidenced
by the presence of the short contacts (X3 HR, Pro4 Hδ) and
(X8 HR, Pro9 Hδ). The XPGX motifs show the characteristic
features of type II -turn structures:32 a cis relationship between
Gly5 NH and Pro4 HR (2.2 Å) and between Gly10 NH and
Pro9 HR (2.2 Å). Strong ROE cross peaks are also detected
between X6 NH and Pro4 HR (3.3 Å) or X1 NH and Pro10 HR
(3.3-3.5 Å). Finally, a short contact is detected between X6
NH and Gly5 NH or X1 NH and Gly10 NH (2.8-2.9 Å). These
distances are reported in Table S4 of the Supporting Information.
The resonances of the minor conformers are not very intense
which prevents their full characterization. As proposed by
several authors,23,33 they may correspond to isomerization of
X-Pro bonds into cis isomer. Nevertheless, the two compounds
P1 and P2 are good models of cyclodecapeptides bearing two
cysteines in position 2 and 7 to coordinate soft metal ions.
2.2. Copper(I) Binding by the Model Peptides P1 and P2.
Binding of Cu(I) with the two model peptides P1 and P1 was
investigated by UV and CD spectroscopy. It is known that Cu(I)
disproportionates in Cu(0) and Cu(II) in water. Therefore, the
experiments with this cation were conducted in the presence of
acetonitrile which associates with Cu(I) and overcomes the
(31) Wu¨thrich, K. NMR of Proteins and Nucleic Acids; Wiley: New York,
1986.
(32) Wu¨thrich, K.; Billeter, M.; Braun, W. J. Mol. Biol. 1984, 180, 715–
740.
(33) Peng, Z.-H. Biopolymers 1999, 49, 565–574.
Scheme 2. General Structure of Cu(I) Chelators Designed to Target Hepatocytes
Scheme 3. Formula of the Cyclodecapeptides P1 and P2 Which
Bear Two Coordinating Cysteines in Positions 2 and 7a
a Only the side-chains of cysteines have been represented.
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disproportionation reaction.34 Binding of Cu(I) to the peptides
was first monitored by UV spectroscopy. The addition of
aliquots of tetrakis(acetonitrile) copper(I) hexafluorophosphate
dissolved in acetonitrile over a peptide solution in a 9/1 (v/v)
mixture of phosphate buffer (20 mM, pH 7.4) and acetonitrile
results in the appearance of a band centered at 263 nm that
linearly increases with increasing Cu(I) concentration up to 1
equiv. This band is characteristic of charge-transfer transitions
(LMCT) of the thiolate-Cu(I) bonds.35 The extinction coef-
ficient of this LMCT bands are 7620 and 7640 M-1cm-1 for
CuP1 and CuP2 complexes, respectively. These values are
compatible with the value found in MT of ∼7000/Cu bound.36
In excess of Cu(I) other transitions appear, in particular at lower
energy (350 nm), which may be attributed to the formation of
often-encountered Cu(I)-thiolate clusters.35,37 Typical absorption
spectra of Cu(I) into a solution of P1 at pH 7.4 are illustrated in
Figure 1.
The formation of a unique complex from 0 to 1 Cu equiv
was confirmed by CD titrations. Indeed, intense dichroic bands
develop in the CD spectrum of CuP1 with positive and negative
maxima at (+) 263 nm and (-) 289 nm that are attributed to
thiolate-Cu LMCT transitions.36 An isodichroic point is
detected at 279 nm from 0 to 1 Cu(I) equiv demonstrating that
the free peptide is transformed in only one complex.
These data are similar to what we observed with PC (Scheme
1), the model peptide of the yeast copper chaperone binding
loop.13 In this case, the monomolecular nature of the CuP
complexes could be demonstrated by investigating diffusion
coefficients by Pulse Field Gradient NMR, and relating them
to the volume of the species. Unfortunately, the copper
complexes of P1 and P2 were too insoluble in the concentration
range of 1H NMR (1 mM) to allow us to obtain reliable diffusion
data for them. Nevertheless, the mononuclear complex CuP1
(1091.25, [P1+Cu-2H]-) is nicely evidenced in the (-)ESI-
MS spectra, as illustrated in Figure 2. In excess of Cu(I), higher
nuclearity complexes are detected like [P1+2Cu-3H]- at 1155.17
and [2P1+4Cu-2H]2+ at 1157.2. The same tendency is observed
with P2 even though the ESI-MS spectra are complicated by
the formation of many sodium and potassium adducts due to
the presence of three carboxylate functions in the free ligand.
To determine the conditional stability constants of the two
Cu(I) peptide complexes (CuP) at physiological pH, UV-visible
titrations were performed in presence of a chelator of known
affinity. Bathocuproine disulfonate (Na2BCS) has been dem-
onstrated to form a stable 1:2 complex, Cu(BCS)23-, according
to eq 1 with a constant, log12 ) 19.8.37
The complex Cu(BCS)23- exhibits an absorption band in the
visible region with its maximum at 483 nm ( ) 13300
M-1cm-1). Titrations of the peptides P1 and P2 preloaded with
0.8-0.9 equiv of Cu(I), with aliquots of the competitor (BCS2-)
solution shows the appearance of the absorption band of
Cu(BCS)23- that corresponds to the transfer of the metal cation
from the peptide to BCS2-. These spectroscopic data were fitted
according to eq 2 with the following conditional affinity
constants: log11(P1) ) 16.7(1) and log11(P2) ) 15.5(1).
It appears clearly that P2 is a less efficient copper complexing
agent than P1 (or PC). This difference can be attributed to the
presence of the three negatively charged carboxylate functions
which induce a charge repulsion with the CuS2- copper center.
Unlike P2, P1 bears three neutral amino acids (1 Trp and 2 Ser)
and a positively charged amino acid (Arg). The values of the
affinity constants determined for the copper complexes of P1
and P2 are somewhat lower than those reported for the model
peptide of Atx1 (17.4 at pH 7.4)13,14 or for the whole Atx1
protein.37,38
2.3. Divalent Metal Ion Complexes of P1 and P2. Peptide
sequences with two cysteines are known to efficiently complex
soft or borderline divalent metal ions like Hg(II), Cd(II), Pb(II),
and Zn(II).12,39 In particular, the affinity for Zn(II) which is a
potential competitor of Cu(I) in cells is an important parameter.
Therefore, the complexes of the two model peptides P1 and P2
(34) Kamau, P.; Jordan, R. B. Inorg. Chem. 2001, 40, 3879–3883.
(35) Fujisawa, K.; Imai, S.; Kitajima, N.; Moro-oka, Y. Inorg. Chem. 1998,
37, 168–169.
(36) Pountney, D. L.; Schauwecker, I.; Zarn, J.; Vasak, M. Biochemistry
1994, 33, 9699–9705. Faller, P.; Vasak, M. Biochemistry 1997, 36,
13341–13348.
(37) Xiao, Z.; Loughlin, F.; George, G. N.; Howlett, G. J.; Wedd, A. G.
J. Am. Chem. Soc. 2004, 126, 3081–3090.
(38) Miras, R.; Morin, I.; Jacquin, O.; Cuillel, M.; Guillain, F.; Mintz, E.
J. Biol. Inorg. Chem. 2008, 13, 195–205.
(39) Rossy, E.; Seneque, O.; Lascoux, D.; Lemaire, D.; Crouzy, S.;
Delangle, P.; Coves, J. FEBS Lett. 2004, 575, 86–90. Pufahl, R. A.;
Singer, C. P.; Peariso, K. L.; Lin, S.-J.; Schmidt, P. J.; Fahrni, C. J.;
Culotta, V. C.; Penner-Hahn, J. E.; O’Halloran, T. V. Science 1997,
278, 853–856. DiDonato, M.; Zhang, J.; Que, L, Jr.; Sarkar, B. J. Biol.
Chem. 2002, 277, 13409–13414. Banci, L.; Bertini, I.; Ciofi-Baffoni,
S.; Su, X. C.; Miras, R.; Bal, N.; Mintz, E.; Catty, P.; Shokes, J. E.;
Scott, R. A. J. Mol. Biol. 2006, 356, 638–650.
Figure 1. UV titration of P1 (65 µM) with Cu(I) at pH 7.4 (20 mM
phosphate buffer/CH3CN (V/V ) 9/1)) at 298 K.
Figure 2. (-) ESI mass spectrum of a solution containing P1 (50 µM)
and 1.0 equiv Cu(I) in AcONH4 buffer (20 mM, pH 7).
Cu+ + 2 BCS2- ) Cu(BCS)23- (1)
CuP + 2 BCS2- ) P + Cu(BCS)23- (2)
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with divalent metal ions were also investigated by ESI-MS and
UV spectroscopy. The UV titrations show the expected LMCT
bands,40,41 whose characteristics are reported in Table 1. Figure
3 illustrates the typical absorption spectra for the titration of
Pb(II) into a solution of P1 at pH 7. Two successive complexes
are detected in this titration as observed earlier with PC,13
whereas only the ML complex is detected in a similar titration
with P2. The ESI-MS spectra show systematically the presence
of the unique ML complex with P2 whereas both species ML
and ML2 are seen with P1 (Table S5 of the Supporting
Information). The stability constants have been measured as
previously described with model peptides of the yeast copper
chaperone Atx1, in Bis-Tris buffer, by analyzing the direct
titration of the peptide with Pb(II) and the competition titration
starting from the lead complex for Cd(II) and Zn(II).13,40 For
instance, it can be seen in the inset of Figure 3 that only 0.5
equiv of Cd(II) are needed to displace Pb(II) from the complex
PbP1, confirming the formation of the species Cd(P1)2 species.
Data collected in Table 2 show rather similar results to those
obtained previously with the peptide PC, which mimics Atx1
binding loop.13,14 The selectivity, Hg(II) > Cu(I) . Cd(II) ≈
Pb(II) > Zn(II) is common for thiol-rich ligands. The metal
complexes of P1 and P2 are systematically less stable than those
of PC, indicating that the more rigid cyclodecapeptide scaffold
of P1 and P2 with two cysteines in positions 2 and 7 has a lower
affinity for metal ions than the flexible binding loop of PC, which
can easily adapt to different coordination geometry.14 Perhaps
the most striking feature is that P1 tends to form ML2 complexes,
whether P2 forms only ML complexes. These two observations
could be the result of the negative charge (3-) of the “upper”
face of the cyclodecapeptide P2 due to the three carboxylate
functions, which may induce electrostatic repulsions in the metal
complexes and in particular in the species M(P2)2. Moreover,
P2 has a lower affinity than P1.
These experiments have clearly demonstrated that the two
cyclodecapeptides P1 and P2 bearing two cysteines oriented on one
face of the scaffold are efficient binders of soft ions Cu(I) and
Hg(II) with a high selectivity with respect to Zn(II), an essential
metal ion for the cell. This design allowed us to use the second
face of the peptide scaffold to introduce ligands of the ASGP-R to
target the Cu(I) complexing peptides at the hepatocytes. P3, the
resulting molecule, is expected to enter hepatocytes and once in
the cells to bind Cu(I) without perturbing Zn(II) homeostasis. P3
should also be an efficient chelator of intracellular Hg(II) if the
cells were exposed to mercury.
2.4. Synthesis of the Targeted Peptides P3 and P3-TRITC.
The syntheses of P3 and P3-TRITC are described in Scheme 4.
Classical solid-phase peptide synthesis using the Fmoc strategy
was used to assemble the linear intermediate 1 on a 2-chlorotrityl
chloride resin, starting from commercial Fmoc protected amino
acids and the Fmoc-Lys[Boc-Ser(tBu)]-OH building block,
which was obtained from Boc-Ser(tBu)-OSu and Fmoc-Lys-
OH as previously described.42 The on-resin linear peptide 1 was
then oxidized with iodine to afford the disulfide compound 2,
which was then cleaved from the resin in mild acidic conditions
and subsequently cyclized in DMF to afford the protected
cyclodecapeptide 3. After deprotection of the lysine side-chains
by acidolysis, 4 was obtained with a 33% overall yield from 1.
The incorporation of carbohydrate recognition motifs was
performed following an oxime-based strategy from the ami-
nooxylated sugars.27 Although sodium periodate is known to
oxidize thioethers43 and disulfide bridges,44 the selective oxida-
tion of serines in the presence of disulfide bridges has recently
been described.45 Following this procedure, we have treated 4
with sodium periodate to afford the cyclodecapeptide 5 which
presents four glyoxyaldehyde functions with a 15% yield.
However, the thiosulfinate byproduct was evidenced by mass
spectrometry (M(4) + 16) and isolated in nearly 40%, even
working with stoichiometric amounts of sodium periodate (4
equiv.) and short reaction times (15 min). Then the oxime
conjugation of 5 with an excess of O-R-D-N-acetylgalactopy-
ranosyl oxyamine (RGalNAcONH2, 6),27 afforded the desired
compound P3. Finally, tetramethylrhodamine isothiocyanate
(40) Payne, J. C.; terHorst, M. A.; Godwin, H. A. J. Am. Chem. Soc. 1999,
121, 6850–6855.
(41) Matzapetakis, M.; Farrer, B. T.; Weng, T.-C.; Hemmingsen, L.; Penner-
Hahn, J. E.; Pecoraro, V. L. J. Am. Chem. Soc. 2002, 124, 8042–
8054.
(42) Fouillard, S.; Rasmussen, M. O.; Razkin, J.; Boturyn, D.; Dumy, P.
J. Org. Chem. 2008, 73, 983–991.
(43) Hiskey, R. G.; Harpold, M. A. J. Org. Chem. 1967, 32, 3191–3194.
(44) Juaristi, E.; Cruz-Sanchez, J. S. J. Org. Chem. 1988, 53, 3334–3338.
(45) Avrutina, O.; Schmoldt, H. U.; Gabrijelcic-Geiger, D.; Wentzel, A.;
Frauendorf, H.; Sommerhoff, C. P.; Diederichsen, U.; Kolmar, H.
ChemBioChem 2008, 9, 33–37.
Table 1. LMCT Band Characteristics for Hg(II), Cd(II), Pb(II), and
Cu(I) Complexes with P1 and P2, with ∆ ) (MP)-(P)
P1 P2
λ (nm) ∆ (M-1cm-1) λ (nm) ∆ (M-1cm-1)
HgPa 210 13 600 210 18 600
250 870 250 1 500
CdPa 220 10 000
Cd(P)2a 230 21 000
PbPb 320 3 000 310 3500
Pb(P)2b 338 4 000
Cu(P)a 263 7 620 263 7 640
a Phosphate buffer 20 mM, pH 7.4. b Bis-Tris buffer 20 mM, pH 7.
Figure 3. UV titration of P1 (65 µM) with lead chloride at pH 7.0 (20
mM Bis-Tris). Spectra correspond to samples with 0-5 equiv of Pb(II) per
P1. Inset: absorbances at 330 nm during the back-titrations of PbP1 ([P1] )
55 µM; [Pb] ) 165 µM) with CdCl2 (triangles) and ZnCl2 (circles). The
calculated lines were generated in specfit.
Table 2. Apparent Equilibrium Constants (logpq) at pH 7 and 298
K, in 20 mM Bis-Tris, pq ) [MpPq]/[M]p[P]q
M logpq P1 P2 PC
Pb(II) log11 7.4(2) 7.1(1) 8.0(1)
log12 11.9(5) 12.5(7)
Cd(II) log11 7.0(1) 9.2(1)
log12 15.0(2) 15.6(1)
Zn(II) log11 6.6(1) 5.9(1) 6.8(2)
Hg(II) log11 >19.7a >18.5a >18.6
Cu(I) log11 16.7(1)a 15.5(1)a 16.6(1)
a At pH 7.4 in 20 mM phosphate buffer.
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(TRITC) was coupled to the D-Lys side chain of P3 to give the
red-fluorescent compound P3-TRITC.
2.5. Copper Complexation by P3. The ability of P3 to complex
copper was evaluated using BCS as a Cu(I) chelator as described
in Section 2.2. Indeed, the absorption of the orange complex
Cu(BCS)23- gives the amount of copper bound to BCS and
therefore, the more intense is this band, the lower is the affinity
of the peptide for Cu(I).
As expected, P3 does not bind to Cu(I) as it contains a
disulfide bridge and no free thiolate functions: as seen in Figure
4, in that case 100% of Cu is bound to BCS. To mimic the
reducing intracellular medium, 1 mM of glutathione (GSH) was
introduced into the sample.46 This induced a decrease of the
Cu(BCS)2 complex absorption to 40% of the total Cu, which
can be interpreted by the reduction of the disulfide bridge of P3
by GSH to afford P3SH-SH that contains two thiolate functions
and is therefore able to complex Cu(I). Interestingly, as seen in
Figure 4, P3SH-SH binds Cu(I) with an affinity which is between
those measured with the two peptides P1 and P2 mimicking P3SH-
SH binding site. As GSH is known to complex Cu(I),47 copper
uptake by 1 mM GSH in the absence of peptide was evaluated.
This induced a decrease of the Cu(BCS)2 complex absorption
to only 90% of the total Cu, therefore insignificant in comparison
with the effect of reduced P3.
These experiments demonstrate that P3 is not a copper
complexing agent. However, once reduced by GSH, P3 becomes
an efficient Cu(I) chelator. A similar activation of P3 is therefore
expected to occur in the cells.
2.6. P3 and P3-TRITC in Hepatic Cell Lines. Hepatocytes are
polarized cells, displaying apical poles in contact with the outer
medium, basal poles in contact with the inner medium, and
lateral poles in contact with adjacent cells. In the liver, the outer
(46) Meister, A.; Anderson, M. E. Annu. ReV. Biochem. 1983, 52, 711–
760.
(47) O¨ sterberg, R.; Ligaarden, R.; Persson, D. J. Inorg. Biochem. 1979,
10, 341–355. Corazza, A.; Harvey, I.; Sadler, P. J. Eur. J. Biochem.
1996, 236, 697–705. Poger, D.; Fillaux, C.; Miras, R.; Crouzy, S.;
Delangle, P.; Mintz, E.; Den Auwer, C.; Ferrand, M. J. Biol. Inorg.
Chem. 2008, 13, 1239–1248.
Scheme 4. Syntheses of the Derivatives P3 and P3-TRITCa
a Reagents and conditions: (a) I2, DMF; (b) i: TFA/CH2Cl2 1%; ii; PyBOP, DIEA, DMF; (c) TFA/TIS/H2O (95:2.5:2.5); (d) NaIO4, H2O; (e) 6, 10%
AcOH aq.; and (f) TRITC, DIEA, DMF.
Figure 4. Percentage of Cu in the complex Cu(BCS)2 for samples
containing [Cu] ) 0.9[P], [P] ) 50 µM, and [BCS] ) 2[Cu] in 20 mM
phosphate buffer, pH 7.4 at 298 K.
J. AM. CHEM. SOC. 9 VOL. 133, NO. 2, 2011 291
Intracellular Copper(I) Chelator A R T I C L E S
medium is represented by a complex net of bile canaliculi
formed by the union of apical poles of adjacent hepatocytes,
sealed by tight junctions, and in which bile is collected. The
inner medium is blood. ASGP-R is embedded in the basal (also
called sinusoidal) membrane. Transport of molecules across the
cell is an typical characteristic of hepatocytes. It is performed
by a number of carrier proteins localized either at the sinusoidal
or at the canalicular membrane. Unfortunately, this uneven
distribution which ensures vectorial transport across hepatocytes
is not easy to maintain in primary cultures (the bile acid uptake
toward canaliculus decreases and disappears in 1-4 days).48
To study the ability of our chelators to bind Cu(I) inside cells,
we used different hepatic cell lines. We first checked that P3-
TRITC would enter HepG2 cells, the most commonly used
human hepatic cell line. Since HepG2 cells are poorly polarized,
we also followed the chelator entry in WIF-B9 cells, which are
able to reconstitute remarkably stable and polarized epithelia
with functional bile canaliculi within 7-10 days.49
As recalled in the introduction, cells cannot cope with
excesses of copper. When hepatocytes are subjected to high
copper concentrations in the outer medium such as 20-200 µM,
their first reaction is to pump copper out of the intracellular
medium. To achieve this, ATP7B, their copper pump is recruited
by moving toward the canalicular membrane to transfer copper
into the bile. Although copper-induced ATP7B trafficking has
been observed in both HepG2 and WIF-B9 cells,50,51 the latter
were preferred for their well-defined canalicular membrane.
Indeed, WIF-B9 cells allowed us to use ATP7B intracellular
localization changes to witness changes in the intracellular
copper concentration.51
2.6.1. Entry of P3-TRITC in Hepatic Cell Lines. The cells
were kept in culture for the time needed to reconstitute an
epithelium. For comparison, we have observed the kinetics of
P3-TRITC uptake by HepG2 and WIF-B9 cells. The molecule
was visualized inside the cells by the red fluorescence signal
of tetramethylrhodamine. As shown in Figure 5, HepG2 cells
in contact with 0.2 µM P3-TRITC for 2 h have incorporated
some of the fluorescence dye. The longer the incubation, the
more dye was incorporated, suggesting that the cells were
progressively loaded with P3-TRITC, although the presence of
non-fluorescent cells was noticed even after 24 h of incubation,
as expected from their low expression of ASPG-R.52 A stronger
fluorescent signal was observed in WIF-B9 cells after 2 h of
incubation. This signal increased with time and after 24 h, all
cells have accumulated P1-TRITC. Moreover, the dye was
concentrated around the bile canaliculi and fluorescence was
detected in some canalicular spaces. Therefore, the P3-TRITC
molecule is able to get inside the cells within 2 h, to accumulate,
and even to reach the bile canaliculus within a few hours.
2.6.2. Copper Complexation in Hepatic Cells. In the present
study, we used the trafficking of ATP7B as a sensor of
intracellular copper concentration changes. ATP7B belongs to
the P-type ATPase family of cation-transporting membrane
proteins which use ATP hydrolysis to transport ions across the
membrane against their electrochemical gradient. ATP7B
changes its localization in response to changes in intracellular
Cu: under low-Cu conditions ATP7B plays its housekeeping
role in the trans-Golgi network, close to the nucleus; under high-
Cu conditions, ATP7B plays its detoxification role in the
membrane of small cytoplasmic vesicles close to the canalicular
membrane.3 These vesicles are thought to be filled with Cu that
is eventually thrown out of the cell into the canaliculus.
Therefore, thanks to the well-defined canalicular membrane of
WIF-B9 cells, ATP7B localization can be seen as an indicator
of intracellular copper.
First of all, we determined the lowest copper concentration
that would induce a clear trafficking of the endogenous ATP7B.
A typical example is shown in Figure 6, where ATP7B (in
green) was localized in cells incubated with the basal copper
concentration found in the culture medium (Cu ≈ 0.01 µM)
and in cells incubated for 2 h in the culture medium supple-
mented with 1 µM Cu. In low-Cu, ATP7B is present in the
trans-Golgi network near the nucleus; in high-Cu, ATP7B is
mainly localized in a continuous crown around the canaliculus
to excrete the excess of copper, as expected.51 This experiment
demonstrates that the localization of ATP7B is a sensor of
intracellular copper and can therefore be used to assess the
ability of P3 to lower intracellular copper.
Therefore, the next step was to test the effect of P3 on ATP7B
intracellular localization. To achieve this, WIF-B9 cells were
incubated with 1 µM Cu for 2 h, followed by the addition of
10 µM P3 to the culture medium for 3 h (Figure 7B), or no
chelator for control (Figure 7A). In these experiments, ATP7B
(in green) was localized together with ZO-1 (in red), a protein
which belongs to the tight-junctions that associate apical poles
of adjacent hepatocytes and seal the bile canaliculi formed
(48) Kukongviriyapan, V.; Stacey, N. H. J. Cell. Physiol. 1989, 140, 491–
497.
(49) Ihrke, G.; Neufeld, E. B.; Meads, T.; Shanks, M. R.; Cassio, D.;
Laurent, M.; Schroer, T. A.; Pagano, R. E.; Hubbard, A. L. J. Cell.
Biol. 1993, 123, 1761–1775. Shanks, M. R.; Cassio, D.; Lecoq, O.;
Hubbard, A. L. J. Cell Sci. 1994, 107, 813–825. Decaens, C.; Durand,
M.; Grosse, B.; Cassio, D. Biol. Cell 2008, 100, 387–398.
(50) Roelofsen, H.; Wolters, H.; Van Luyn, M. J.; Miura, N.; Kuipers, F.;
Vonk, R. J. Gastroenterology 2000, 119, 782–793.
(51) Guo, Y.; Nyasae, L.; Braiterman, L. T.; Hubbard, A. L. Am. J. Physiol.
Gastrointest. LiVer Physiol. 2005, 289, G904–G916.
(52) Collins, J. C.; Paietta, E.; Green, R.; Morell, A. G.; Stockert, R. J.
J. Biol. Chem. 1988, 263, 11280–11283.
Figure 5. P3-TRITC (0.2 µM) uptake by HepG2 and WIF-B9 cells. In the
phase contrast image (left panels), the light gray spaces between adjacent
WIF-B9 cells correspond to bile canaliculi, some of which are indicated
by an asterisk.
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between cells.53 ZO-1 was confined as dots or lines closing the
bile canaliculi. In the control experiment (Figure 7A), most of
the fluorescence signal localizing ATP7B was encircling bile
canaliculi, as expected in high-Cu condition (Figure 6, lower
panel). The diffusion around the canaliculi can be attributed to
ATP7B molecules that were not yet at the canalicular membrane.
In the presence of 10 µM P3 (Figure 7B), the distribution of
ATP7B was different and became asymmetrical. ATP7B was
no more present as continuous crowns around the bile canaliculi
closed by ZO-1, but was now localized in a larger compartment
reminiscent of the trans-Golgi network, situated near the nucleus,
as in cells cultured in low Cu concentration (Figure 6, upper
panel). To evaluate a possible role of the glycopeptide that would
be independent of its affinity for copper, the experiment in high-
Cu was repeated with P3-Ala, a low affinity glycopeptide similar
to P3 except for substituting alanines for the two cysteines (see
SI Scheme S1). In this experiment, ATP7B localization (Figure
7C) was the same as that obtained without any glycopeptide
(Figure 7A), indicating that the glycopeptide does not interfere
with ATP7B trafficking. Therefore, these experiments prov-
ide evidence that the effect of P3 (Figure 7B) is due to its two
cysteine residues which provide the high affinity for Cu(I).
To summarize, ATP7B intracellular localization indicates the
disappearance of excess intracellular copper in the presence of
P3, thereby demonstrating its ability to lower intracellular
copper. As we demonstrated that P3 is able to efficiently chelate
Cu(I) in vitro in presence of GSH (Figure 4), these cell studies
suggest that P3 acts as an intracellular copper chelator.
3. Conclusions
In the present work, we designed a molecule able to both
complex intracellular copper, namely Cu(I), and target hepatocytes,
combining a chelating unit with a carbohydrate recognition element
within the same structure. A cyclodecapeptide scaffold displaying
a controlled conformation with two independent faces was chosen
to introduce the chelating and the recognition units. One face
displays a cluster of carbohydrates to ensure an efficient recognition
of ASGP-R, which are expressed on the surface of hepatocytes.
The second face is devoted to metal ion complexation and a peptide
sequence with two cysteines was selected to design the Cu(I)
chelating unit. Indeed, cysteine-based peptides or pseudopeptides,
inspired from some natural Cu(I) binding proteins appeared to be
efficient Cu(I) complexing molecules. Another challenge was to
obtain a chelator that would be activated by its entry inside the
cells, in other words that would not be spoiled before reaching its
final destination. To achieve this, the two thiol functions were
oxidized in a disulfide bridge to afford the glycopeptide P3, which
is stable in the presence of oxygen and most importantly which is
not an efficient chelator before entering the hepatic cells.
We demonstrated that the cyclodecapeptide scaffold bearing two
cysteine side-chains on the same face are efficient binders of soft
ions Cu(I) and Hg(II) with a high selectivity with respect to Zn(II).
As expected P3 bearing hidden thiol functions oxidized in a
disulfide bridge, is not a copper chelating agent, whereas once
reduced by glutathione mimicking the intracellular reducing
environment, P3 becomes an efficient Cu(I) chelator. The uptake
of a fluorescent analogue of P3 by various hepatic cell lines proved
the efficiency of the targeting unit. WIF-B9 cells which reconstitute
polarized epithelia have offered a sensitive test to prove the
intracellular copper lowering efficiency of P3 by monitoring the
trafficking of the copper ATPase ATP7B. The glycocyclopept-
ide P3 can thus be considered as a prodrug activated in the reductive
medium of the targeted cells to chelate excess Cu(I).
The redox properties of copper make it a toxic element for
the cell when its homeostasis is disturbed. Therefore, the
development of intracellular copper chelators such as P3 is of
major interest to fight intracellular copper accumulation for
patients suffering from Wilson’s disease. The selectivity of P3
for Cu(I) with respect to Zn(II) is an important achievement as
it allows to bind Cu(I) without perturbing Zn(II) homeostasis.
Provided that a specific targeting unit can be defined, this
strategy can be extended to many other cell types. In addition,
since P3 has a high affinity for the toxic ion Hg(II), it could
also be used as a mercury chelator.
4. Experimental Section
4.1. Peptide Synthesis. 4.1.1. Abbreviations. Ac2O, acetic
anhydride; DMF, N,N-dimethylformamide; DIEA, N,N-diisopropyl-
ethylamine; DTT, dithiothreitol; Et2O, diethylether; Fmoc, 9-fluore-
nylmethyloxycarbonyl; PyBOP, (benzotriazole-1-yloxy)tris(pyrrolid-
ino)phosphonium hexafluorophosphate; TFA, trifluoroacetic acid; TIS,
triisopropylsilane; TRITC, tetramethylrhodamine isocyanate.
4.1.2. General Details. All chemical reagents and solvents were
purchased from Aldrich or Acros and used without further purification.
Protected amino acids were obtained from Advanced ChemTech,
Bachem Biochimie, and France Biochem. 2-Chlorotrityl Chloride Resin
and PyBOP were purchased from France Biochem. Mass spectra were
acquired with an Esquire 3000 Bruker or with a LXQ type THERMO
SCIENTIFIC spectrometer both equipped with a electrospray ionization
(ESI) source or with a MALDI-TOF mass spectrometer BRUKER.
The building blocks Fmoc-Lys[BocSer(tBu)]-OH and O-R-D-galac-
topyranosyl oxyamine (RGalNAcONH2, 6) were synthezised as
previously described.27,42 The low affinity glycopeptides P3-Ala was
synthesized as previously described.25
4.1.3. P1 and P2 Synthesis. The linear precursors with protected
side-chains HArg(Pbf)-Cys(Trt)-Ser(tBu)-Pro-Gly-Ser(tBu)Cys(Trt)-
Trp(Boc)Pro-Gly-OH and H-Trp(Boc)-Cys(Trt)-Glu(tBu)-Pro-Gly-
Glu(tBu)-Cys(Trt)-Asp(tBu)-Pro-Gly-OH were assembled manually by
solid-phase peptide synthesis on 2-Chlorotrityl Chloride Resin (sub-
stitution 0.5 mmol/g, 500 mg) using Fmoc chemistry. Couplings were
performed with N-R-Fmoc-protected amino acids (2 equiv), PyBOP
(2 equiv), and DIEA (6 equiv) in DMF for 30 min. After each coupling,
the resin was treated with DMF/pyridine/Ac2O (V/V/V ) 7/2/1) to
acetylate unreacted amino groups (2 × 5 min). Fmoc deprotection
(53) Decaens, C.; Rodriguez, P.; Bouchaud, C.; Cassio, D. J. Cell Sci. 1996,
109, 1623–1635.
Figure 6. ATP7B localization in WIF-B9 cellsseffect of copper concentra-
tion. ATP7B localization was detected by indirect immunofluorescence and
imaged by confocal microscopy. WIF-B9 cells were kept in the basal culture
medium (upper panel) or supplemented with 1 µM copper (lower panel)
for 2 h. In each panel are presented from left to right, the Nomarski image,
one confocal section taken in the middle of the cell layer, and the merge
image. Bile canaliculi were indicated by asterisks; n: nucleus.
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was achieved with DMF/piperidine (V/V ) 4/1) (3 × 5 min). The yield
of each peptide coupling was monitored by UV-vis spectroscopy
(ε300) 7800 L mol-1 cm-1 for the piperidine adduct dibenzofulvene).
The peptide was cleaved from the resin by treatment with 15 mL
CH2Cl2/TFA (V/V ) 99/1) (2 × 3 min). The cleavage was performed
very quickly, and the solution was flushed into 15 mL of Methanol/
Pyridine solution (V/V ) 8/2). After concentration, the residue was
precipitated several times in cold Et2O to obtain a white powder. The
linear precursor was then reacted in CH2Cl2 (0.5 mM) with PyBOP
(3 equiv) and DIEA (4 equiv). The cyclic peptide formation was
followed by analytical HPLC and the reaction was completed after
10 min. CH2Cl2 was then evaporated. The oily residue was precipitated
with CH2Cl2/Et2O to yield the cyclic peptide as a powder. The side-
chain protections were removed by treatment with a solution of 1.4 g
DTT in TFA/TIS/H2O/ (V/V/V/V ) 95/2.5/2.5) (peptide concentration
) 10 mM). After stirring for 2 h, the solution was evaporated under
reduced pressure to yield yellow oil which was precipitated several
times with cold Et2O. The solid residue was dissolved in water/
acetonitrile, filtered on PTFE 0.45 µm and purified by preparative RP-
HPLC (Merck Purospher, 250 × 40 mm, 10 µm C18 particles, solvent
A ) H2O/TFA (V/V ) 99.925/0.075), solvent B ) CH3CN/H2O/TFA
(V/V/V ) 90/10/0.1), gradient 5 to 45% of B in 30 min, flow rate 75
mL/min) to yield P1 as a white powder (52 mg, 19% overall yield), or
P2 as a white powder (144 mg, 53% overall yield). Analytical RP-
HPLC were performed using analytical column (Merck Purospher-
STAR end-capped, 4.6 × 250 mm, 5 µm C18 particules) at 1 mL/
min with UV monitoring at 214 nm. P1: Analytical HPLC Purity: 96%,
Rt ) 15.7 min (gradient 5 to 60% of B in 30 min). MALDI-TOF
mass spectrometry: calculated for C43H62N14O12S2, [M+H+]+ )
1031.41, exp ) [M+H+]+ )1031.45. P2: Analytical HPLC Purity:
98%, Rt ) 23.6 min (gradient 5 to 45% of B in 30 min). MALDI-
TOF mass spectrometry: calculated for C45H59N11O16S2, [M+H+]+ )
1074.36, exp ) [M+H+]+ 1074.65.
4.1.4. P3 and P3-TRITC Synthesis. Analytical and preparative
RP-HPLC analyses were performed using a Waters system,
equipped with a UV detector (λ ) 214 and 250 nm). HPLC analyses
were performed on a Macherey-Nagel Nucleosil 120 Å 3 mm C18
particles (30 × 4.6 mm) using a gradient from solvent A (water/
TFA (V/V ) 99.9/0.1)) to solvent B (acetonitrile/water/TFA (V/V/V
) 90/10/0.1)) at a flow rate of 1.3 mL/min. RP-HPLC was
performed on a Delta-Pack 100 Å 15 mm C18 particles (200 ×
2.5 mm) using the same gradient at a flow rate of 22 mL/min.
Synthesis of 4. The linear precursor with protected side-chains
1 was assembled manually by solid-phase peptide synthesis on
2-Chlorotrityl Chloride Resin (substitution 0.4 mmol/g, 0.507 g,
0.202 mmol) using Fmoc chemistry.54 The resin was swollen with
CH2Cl2 (10 mL, 1 × 10 min) and DMF (10 mL, 1 × 10 min).
Couplings were performed with N-R-Fmoc-protected amino acids
(54) Sheppard, R. J. Pept. Sci. 2003, 9, 545–552.
Figure 7. ATP7B localization in WIF-B9 cellsseffect of P3. ATP7B and ZO-1 were localized by indirect immunofluorescence. WIF-B9 cells were kept
in the presence of 1 µM Cu for 5 h (A,B,C) and 10 µM P3 (B) or P3-Ala (C) was added after 2 h and for a 3 h-period. The phase contrast images (left panels)
allow direct visualization of the bile canaliculi indicated by asterisks. The localization of ZO-1 allows the visualization of tight junctions sealing bile canaliculi
and gives a better view of the geometry of these structures. ATP7B is differently distributed in B, compared to A and C, as schematized in the right panels
showing one doublet of WIF-B9 cells forming one bile canaliculus (the doublet schematized is underlined by a thin black line on the corresponding phase
contrast image).
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or Fmoc-Lys[Boc-Ser(tBu)]-OH (2.5 equiv, 0.5 mmol), PyBOP
(2.5 equiv, 0.5 mmol) and DIEA (pH ≈ 8-9) in DMF (10 mL) for
30 min. After washing with DMF (10 mL, 4 × 1 min) and CH2Cl2
(10 mL, 2 × 1 min), the completeness of the coupling reaction
was controlled by Kaiser or TNBS tests. N-R-Fmoc protecting
groups were removed by treatment with a DMF/piperidine solution
(V/V ) 4/1, 10 mL, 3 × 10 min). After washing with DMF (10
mL, 6 × 1 min), the completeness of deprotection was verified by
the UV absorption of piperidine washings at 299 nm. After the
last coupling reaction, on-resin 1 was obtained (0.13 mmol, yield
) 64%). The resin (0.13 mmol) was swollen with CH2Cl2 (10 mL,
1 × 10 min) and DMF (10 mL, 1 × 10 min). Iodine (0.660 g, 2.60
mmol) and DMF (10 mL) were added. The reaction mixture was
stirred at room temperature during 1.5 h. After filtration, the resin
was washed with DMF (10 mL, 6 × 5 min), DMF/Water v/V )
1/1 (10 mL, 2 × 5 min), DMF (10 mL, 1 × 5 min) and CH2Cl2
(10 mL, 3 × 5 min). The peptide was then cleaved from the resin
by treatment with CH2Cl2/TFA (V/V ) 99/1, 10 mL, 10 × 2 min).
The filtrate was recovered and DIEA (1 mL) was added to avoid
deprotection during the evaporation. After concentration, the residue
was precipitated in Et2O. The linear precursor was then reacted in
DMF (∼0.5 mM) with PyBOP (0.074 g, 0.14 mmol) and DIEA
(0.08 mL, 0.39 mmol) for 2 h. DMF was evaporated under reduced
pressure. The oily residue was precipitated with CH2Cl2/Et2O to
yield the cyclic peptide 3 as a powder. Removal of side-chain
protecting groups was performed in TFA/H2O/ (V/V ) 90/10, 20
mL). After stirring for 2 h, the solution was evaporated to yield a
yellow oil which was precipitated with Et2O to obtain the
deprotected peptide 4 as a white solid (0.097 g, 0.067 mmol, 33%).
Analytical HPLC Purity: 83%, Rt ) 6.13 min (Linear gradient:
95/5 to 60/40 A/B in 15 min). ESI-MS calculated for
C60H105N19O18S2, [M+H+]+ ) 1444.74, exp: [M+H+]+ ) 1444.58,
[M+2H+]2+ ) 722.92, [M+3H+]3+ ) 482.33.
Synthesis of 5. To a solution of compound 4 (0.064 g, 0.044
mmol) in water (8 mL), sodium periodate (0.380 g, 1.77 mmol)
was added. After 15 min, the reaction mixture was injected in RP-
HPLC (Rt ) 14 min, linear gradient: 95/5 to 60/40 A/B in 15 min),
to yield 5 as a white powder (0.009 g, 0.0068 mmol,15%) after
lyophilization. ESI-MS calculated for C56H85N15O18S2, [M+H+]+
) 1320.57, exp: [M+H+]+ ) 1320.5.
Synthesis of P3. To a solution of compound 5 (0.025 g, 0.019
mmol) in AcOH/water (4 mL, v/V ) 1/9), O-R-D-galactopyranosyl
oxyamine (6) was added (0.045 g, 0.192 mmol). The reaction
mixture was stirred at room temperature during 1 h. Then, the
mixture was injected in RP-HPLC (Rt ) 14-16 min, linear
gradient: 95/5 to 60/40 A/B in 15 min) to yield P3 as a white powder
(0.021 g, 0.0096 mmol, 50%) after lyophilization. Analytical HPLC
Purity: 95%, Rt ) 9.25 min (linear gradient: 100% water to 50/50
water/acetonitrile in 16 min). ESI-MS: calculated for
C88H141N23O38S2, [M+H+]+ ) 2192.92, exp: [M+H+]+ ) 2193.5.
Synthesis of P3-TRITC. TRITC (0.003 g, 0.0067 mmol) and a
few drops of DIEA (pH ≈ 8-9) were added to a solution of
compound P3 (0.012 g, 0.0055 mmol) in DMF (2 mL). The reaction
mixture was stirred at room temperature during 2 h and injected in
RP-HPLC (Rt ) 19 min, linear gradient: 95/5 to 60/40 A:B in 15
min) to yield P3-TRITC as a pink powder (0.0012 g, 0.00046 mmol,
8%) after lyophilization. Analytical HPLC Purity: 90%, Rt ) 14.4
min (linear gradient: 100% water to 50/50 water/acetonitrile in 16
min). ESI-MS: calculated for C113H163N26O41S3+, [M]+ ) 2637.1,
exp: [M]+ ) 2636.6, [M++H+]2+ ) 1318.9.
Peptides P1, P2, and 4 were characterized by 1H NMR and the
corresponding chemical shift tables are Tables S1, S2, and S3,
respectively, of the SI. The NMR experiments were recorded on a
500 MHz Bruker Avance spectrometer equipped with a BBI probe
with triple axis gradient field. 1H NMR spectra were recorded with
12 ppm windows and 32 k data points in the time domain. 2D 1H
NMR spectra were recorded at 298 K in H2O/D2O (V/V ) 9/1) using
Watergate55 or presaturation solvent suppression. 2D spectra were
acquired in phase-sensitive mode with TPPI for quadrature detection
in the indirect dimension, using 2048 × 256 (TOCSY) or 2048 ×
512 (ROESY) matrices over a 6000 Hz spectral width. TOCSY
experiments were performed using a MLEV-17 spin-lock sequence
with a mixing time of 70 ms. Off-resonance ROESY56 experiments
were recorded with a mixing time of 300 ms (4050 Hz spin-lock).
H-H distances were obtained by integrating the cross peaks in the
Roesy spectrum and taking Gly HR1/HR2 and well-resolved X H1/
H2 (1.80 Å) cross correlations as references for distance calibration.
4.2. Physico-Chemical Studies. 4.2.1. Solution Preparation.
Since the cysteine residues are susceptible to air oxidation, all the
solutions were prepared in a glovebox under argon atmosphere.
Fresh solutions of the ligand were prepared before each experiment
in the appropriate buffer (20 mM) and acetonitrile (V/V ) 9/1) using
deoxygenated Milli-Q water (Millipore). The final concentration
of the ligand solution was determined by measuring the cysteine
free thiol concentration following the Ellman’s procedure.57 This
procedure uses 5,5′-Dithiobis-2-nitrobenzoic acid (DTNB) as an
indicator: each free thiol group present in the peptide yields 1 equiv
of TNB2- (412 nm (TNB2-) ) 14 150 M-1 · cm-1).
Cu(I) solutions were prepared by dissolving the appropriate
amount of Cu(CH3CN)4PF6 in deoxygenated acetonitrile. The final
concentration was determined by adding an excess of sodium
bathocuproine disulfonate (Na2BCS) and measuring the absorbance
of Cu(BCS)23- (λmax ) 483 nm,  ) 13 300 M-1cm-1). The other
metal solutions were prepared from the corresponding salt (CdCl2,
HgCl2, PbCl2 or ZnCl2) in deoxygenated water or in the appropriate
buffer and titrated by 5 mM volumetric EDTA (Fisher Chemicals)
in presence of a colorimetric indicator.
4.2.2. UV Titrations. The UV-visible spectra were recorded
with a Varian Cary50 spectrophotometer equipped with optical
fibers connected to an external cell holder in the glovebox. Two
milliliters of the ligand solution (∼50 µM) were transferred in a
UV cell (1 cm path) and aliquots corresponding to 0.1 equiv of the
metal solution were then added. The buffer was phosphate (20 mM,
pH 7.4) for all of the titrations except for Pb(II), for which Bis-
Tris (20 mM, pH 7) was used to prevent Pb(II) hydrolysis and the
precipitation of Pb(OH)2.40
4.2.3. CD Titrations. The circular dichroism spectra were
acquired with an Applied Photophysics Chirascan spectrometer. 2.5
mL of the ligand solution (∼50 µM in phosphate buffer, 20 mM,
pH 7.4) were transferred in a UV cell (1 cm path) and aliquots
corresponding to 0.25 equiv of the Cu(I) solution in acetonitrile
were then added. CD spectra are reported in molar ellipticity ([Θ]
in units of degcm2dmol-1). [Θ] ) θobs/(10lc), where θobs is the
observed ellipticity in millidegrees, l the optical path length of the
cell in centimeters, c the peptide concentration in moles per liter.
4.2.4. ESI-MS Titrations. Mass spectra were acquired on a
LXQ-linear ion trap (THERMO Scientific, San Jose, USA) equipped
with an electrospray source. Electrospray full scan spectra in the
range m/z ) 150 -2000 amu were obtained by infusion through a
fused silica tubing at 2-10 µL/min. The solutions were analyzed
in the negative and positive modes. The LXQ calibration (m/z )
50-2000) was achieved according to the standard calibration
procedure from the manufacturer (mixture of caffeine, MRFA and
Ultramark 1621). The temperature of the heated capillary for the
LXQ was set to 180-200 °C, the ion-spray voltage was in the range
2-4 kV and the injection time was 10-100 ms. The ligand solution
(100 µM) was prepared in ammonium acetate buffer (20 mM, pH
7)/acetonitrile (V/V ) 9/1) and aliquots of the metal solution were
then added.
(55) Piotto, M.; Saudek, V.; Sklenar, V. J. Biomol. NMR 1992, 2, 661–
665.
(56) Desvaux, H.; Berthault, P.; Birlirakis, N.; Goldman, M.; Piotto, M. J.
Magn. Reson. A 1995, 113, 47–52.
(57) Riddles, P. W.; Blakeley, R. L.; Zerner, B. Methods Enzymol. 1983,
91, 49–60.
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4.2.5. Apparent Affinity Constant Determination. Cu(I). The
apparent stability constants at pH 7.4 of the two Cu(I) complexes, were
measured by UV-visible titrations in presence of bathocuproine
disulfonate (BCS) as a competitor. The complexes were prepared by
adding 0.8-0.9 equiv of the Cu(I) solution in acetonitrile to the ligand
solution in Phosphate buffer (20 mM pH 7.4)/acetonitrile (V/V ) 9/1).
The mixture was stirred for 10 min to ensure the formation of the
complex, which was checked by recording the absorption at 262 nm.
Aliquots of a BCS solution (10 mM in phosphate buffer, 20 mM, pH
7.4) were then added to the Cu(I) complexes. The UV/vis spectra were
recorded and show the formation of the orange Cu(BCS)2 complex.
The stability of the absorbance was controlled before the addition of
any other aliquots. The data were analyzed according to the formation
of a CuP complex, with the characteristics of the complex Cu(BCS)2
fixed to the values:  ) 13 300 mol-1Lcm-1 at 483 nm and log12 )
19.8.
Pb(II). The apparent stability constant at pH 7 of the Pb(II)
complex was measured by fitting the titrations of Pi by Pb(II) in
the buffer Bis-Tris (20 mM, pH 7). The affinity of Bis-Tris for
Pb(II) was included in the fit (log11 ) 4.32).58 Two absorbing
species were detected with P1 (PbP1 and Pb(P1)2), whereas only
one absorbing species was detected with P2 (PbP2).
Cd(II) and Zn(II). The apparent stability constants at pH 7 of the
Cd(II) and Zn(II) complexes were measured by fitting the disappear-
ance of the lead complex absorbance by addition of aliquots of these
metal ions in Bis-Tris (20 mM, pH 7). During these back-titrations,
aliquots of Cd(II) or Zn(II) solutions in Bis-Tris 20 mM were added
to the UV cell containing the lead complex in Bis-Tris 20 mM pH 7,
made of 1 ligand equiv and 3 Pb(II) equiv. The affinities of these metal
ions for Bis-Tris are known and were included as parameters in the fit
(log 11) 2.47 (Cd), 2.38 (Zn)).58 The apparent stability constant of
PbL was also included as a parameter in the fit of the back-titrations.
Hg(II). The back-titration of the Cu(I) complexes of P1and P2
with a Hg(II) solution shows the total disappearance of the S-Cu
LMCT band for 1 equiv of added Hg(II). The data were simulated
with more than 97% of Cu(I) displaced from the ligand at the end
of the titration.
4.3. Cell Studies. 4.3.1. General Culture Conditions. HepG2
cells were grown in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)
supplemented with 10% v/v fetal bovine serum (FBS), 20 mM
L-glutamine, 10 mM sodium pyruvate, 100 µg/mL streptomycin
and 100 U/mL penicillin. WIF-B9 cells were grown in Coon’s
modified F12 medium (Sigma) supplemented with HAT (10-5 M
hypoxanthine, 4 × 10-8 M aminopterin, 1.6 × 10-4 M thymidine),
5% FBS (Invitrogen), 2 mM glutamine, and an antibiotic and
antifungal solution containing 100 µg/mL streptomycin, 100 U/mL
penicillin, and 0.25 µg/mL amphotericine B. Cells were cultured
at 37 °C in a humidified atmosphere with 5% (HepG2) or 7% (WIF-
B9) CO2. They were plated at 2 × 104 cells/cm2 on plastic tissue
culture dishes (Falcon) or on round (16 mm in diameter) or square
(22 ×22 mm) autoclaved glass coverslips (Esco) in 6, or 12-well
plates and used 7-9 days later. The culture medium was renewed
every 2 to 3 days.
4.3.2. Localization of ATP7B by Immunofluorescence. Cells
on glass coverslips were rinsed three times in phosphate-buffered
saline (PBS) and permeabilized with methanol for 4 min at -20
°C. They were then rehydrated in PBS and incubated at 37 °C for
45 min, either with a rabbit primary antibody anti-ATP7B (1/200
diluted), or with this ATP7B antibody and a rat monoclonal
antibody anti-ZO1 (undiluted). After 3 rinses with PBS, the cells
were incubated for 15 min at 37 °C with a goat antirabbit antibody
conjugated with Alexa 488 (1/500; Molecular Probes) or with a
mixture of this latter antibody and a goat antirat antibody conjugated
with Alexa 566 (1/500; Molecular Probes). Cells were then washed
three times in PBS and the coverslips were mounted on glass slides
with a drop of mounting medium (Sigma) and sealed using nail
polish. The cells were analyzed using a Zeiss fluorescence Axioskop
microscope. Confocal analysis was performed with a Zeiss LSM
510 microscope and series of xy sections were taken in 0.3 µm
steps. The rabbit primary antibody anti-ATP7B was from I.
Sandoval (CIBEREHD, Madrid, Spain) and was directed against
the NH2-terminal 655 residues of human ATP7B.59 The rat primary
monoclonal antibody anti-ZO-1 was from B. Stevenson (University
of Alberta, Edmonton, Canada).
4.3.3. Uptake of P3-TRITC. The uptake of P3-TRITC by
HepG2 and WIF-B9 cells was explored using a concentration range
of 2 to 0.2 µM. P3-TRITC was added in the medium and at regular
intervals, cells on coverslips were rinsed twice with phosphate buffer
saline (PBS), fixed with 4% formaldehyde for 20 min and viewed
on Zeiss fluorescence microscopes (Axioskop or AxioVert 200M).
The 2 µM concentration was also left for up to 4 days without
damaging neither HepG2 nor WIF-B9 cells.
4.3.4. Trafficking of ATP7B. Trafficking of ATP7B has been
shown before in various cell lines under extreme conditions, such
as addition of 200 µM BCS or 20-200 µM copper in the culture
medium.51 Since we wanted to avoid the use of high concentrations
of P3, we had to find conditions inducing ATP7B trafficking at
lower concentrations of copper and within a few hours to avoid
cellular responses involving protein synthesis. No ATP7B traffick-
ing could be detected after 2 h in 0, 0.1, and 0.3 µM copper added
to the medium. Trafficking was clear after 2 h in the presence of
1 µM copper. Starting from this observation, two concentrations
of P3 were tested for their ability to reverse the trafficking of
ATP7B. As shown in Figure 7, there was a clear-cut answer after
3 h in the presence of 10 µM P3, whereas 2 µM was not enough
(data not shown). A control experiment with the low affinity
glycopeptides P3-Ala 10 µM was performed to demonstrate that
the ability of P3 to reverse the trafficking of ATP7B was due to
the presence of the two cysteine residues.
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